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序論
序論
現代医療の発展 には抗生物質剤 (抗生剤) の 貢献が大き い. 192 9年に英国 の A. Fle mingが ペ ニ
シ リ ン を発見 し､ 1941年に R W. Flo rey､ E. B . Ch ain らが ペ ニ シリン によ る化学療法効果の 評価を
行 っ て以来､ 種 々 の抗生剤が発見ま たは開発され広く臨床に応用されて い ? た ｡ こ の 間､ S. A .
w aks m a nが ス トレプトマ イ シ ン (1944) を発見 し､ さらにP. EhElichや Duggarらがそれぞれク ロ
ラム フ ェ ニ コ ー ル (194 7) やク ロ ル テ トラサイ クリン (194 8) とい っ た広域ス ペ ク トル を持つ 抗
生物質を発見 した｡ これら抗生物質の発見は 当時の感染症治療には劇的な効果 をもたらしたが ､
過度の乱用によ る薬剤耐性菌の 出現が問題 となっ た｡ 先に挙げた薬剤の 高度耐性菌に対抗するた
めに さらなる抗生剤の ス クリ ー ニ ン グが行われ ､ エ リ ス ロ マ イ シ ン (1 952) ､ ロ イ コ (キ タサ)
マ イ シ ン (1 953) 及びカ ナ マ イ シン (1 957) がそれぞれ M cGuir e､ 秦及び梅沢 らに よ っ て発見さ .
れ て い るo さらに抗生剤投与に伴う菌交替現象か らア ス ペ ル ギル ス 症やカ ン ジダ症などが問題 と
なっ たが､ これらの 治療薬と して ナイス タチン (195 0;Haz en)やアン ホテリシ ン B (1 955;Gold)
な どの抗カ ビ抗生剤が見出された｡ この ように新たなる耐性菌出現とともに新 しい母核を持つ 抗
生剤やその誘導体が発見､ 開発されてきた｡
抗生剤は従来の感染症以外にも加齢 ､ 免疫抑制剤投与や疾病等により抵抗力 の低下 した患者及
び術後の 患者にお ける 日和見菌感染､ 2 次感染の予防にも大きく貢献して い る ｡ しか し抗生剤の
使用量増加に伴い 耐性菌が増加する 一 方で ､ 近年新しい母核を持つ 抗生剤発 見の報告は なされて
い ない ｡ また最近問題 とな っ て い る MRSA(メチ シリ ン耐性黄色ブドウ球菌;Mehycillin Resistant
Siq phylo co c cu s a w e us) や v R E(バ ン コ マ イ シ ン 耐 性 腸 内細 菌 ; v an c o mycin Resistant
Ente roba cte ria c ea e) 等の 新規多剤耐性菌出現の例 を考えると､ 誘導体の構築とス クリ ー ニ ン グと
によ る従来の 新抗生剤開発法に限界が訪れ るこ とは容易に予想される｡ よ っ て今後は新 しい理論
に基づ い た抗生剤の開発が益々 重要硯される｡
現在､ 日本 の臨床で は数百種にも及ぶ抗生剤が使用されてい るが ､ 中でも マ ク ロ ライ ド抗生剤
は その 選択毒性の 高さと抗菌ス ペ ク トル の 広さか ら､ ペ ニ シリンやセ フ ァ ロ ス ポリン等のβ- ラ ク
タム剤及びア ミノ グリ コ シ ド抗生剤に つ い で臨床上での使用頻度が高い抗生剤で ある｡ さらに ､
免疫促進作用や抗炎症作用など抗菌剤以外の 作用 (い わゆる マ ク ロ ライ ド新作用) も注目されて
おり ､ 年間の使用量は増加 し続 けて いる｡ また19 96年度の全世界における抗生剤の売上高は約2
兆円で あるが ､ マ ク ロ ライ ドの 売上は こ の うち11.4% にもの ぼる fl]｡ これはβ- テクタム 剤(53.5%)､
キノ ロ ン剤 (1 4.1%) に次ぐ値であり ､ マ ク ロ ライ ドが世界中で汎用されて い ることを示 してい る｡
マ ク ロ ライ ドの 標的部位は細菌の リボゾ ー ム の 50Sサブ ユ ニ ッ ト中にある2 3S rRNA である｡
こ の部位に結合する ことでタ ン パ ク - の翻訳を阻害し抗菌活性を示すため細菌に対する選択毒性
が極めて 高い . また､ グラ ム 陽性菌及び 一 部の グラム 陰性菌 (Hae mophilu s 属 ､ Legio n el[a 属 ､
Ca mz yloba cter 属 ､ Trepo n e m a属筆) ､ さらにβ -ラクタム剤やキノ ロ ン剤の 効か ない Mycopla s m a
属にまでおよぶ広い抗菌ス ペ ク トル を持 つ ｡ 欧米で は旅行者下荊症の治療や術後感染症の予防な
ど前述以外 の グラ ム陰性菌の感染症に対 しても幅広く用 い られ E2]､ 日本で も胃潰療の起因菌であ
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る Helicoba cte rpylorl
'
の 除菌や難治性緑膿菌感炎症 の ひとつ で ある舗(び)慢性汎細気管支炎【3]へ の
少量長期投与によ る治療効果が認め られて い るo こ の ように適用範囲が拡大 され る 一 方で ､ その
汎用に より マ ク ロ ライ ド耐性菌の 出現も多数報 告されて い る｡
細菌の マ ク ロ ライ ド耐性機構としては次の もの が知られて い る｡(1)メ チ ラ ー ゼ によ る23S,RN A
中の do m a血 Ⅴ に存在す るアデ ニ ン (大腸菌では 2058位に相当) のメ チル化 ; (2) 同アデ ニ ンの
グア ニ ン及 び シ ト シ ン ､ ウラシ ル - の 変異 ; (3) 能動輸送によ る マ ク ロ ライ ドの排出 . 叩 ; (4)
外膜変化に よる透過性 の 減少 ; (5) マ ク ロ ライ ド修飾酵素によ る不括化である｡ (1) 及び (2)
で は マ ク ロ ライ ドとリボゾ ー ム との親和性が大きく低下 し､ (3) 及び (4) で は菌体内の マ ク ロ
ライ ド蓄積量が低 下す る｡
マ ク ロ ライ ド不満化酵素と して現在知られて い るの は エ リ ス ロ マ イ シ ン ･ エ ス テ ラ ー ゼ ー… 及
び マ ク ロ ライ ド2' - リ ン酸化酵素 【M P 8(2
'
)】‖2,137で あるo エ リ ス ロ マ イ シ ン ･ エ ス テ ラ ー ゼ は マ .
ク ロ ライ ドの ラク トン 環中に存在する エ ス テ ル 結合を加水分解する酵素でl型及び II型が 同定さ
れて い るが ､ 両者ともに 14 員環マ ク ロ ライ ド (Figu reO-I) のみ を不満化する o 他方 ､ M PIl(2
,
)は
A T P のγ - リ ン酸基を マ ク ロ ライ ドの 2' 一 水酸基 - 転移させ て不倍化する r147(Figur eO-I)0 M P H(2
,
)
もⅠ型 【15]と Il型 【16) 料司定されて い るが ､ Ⅰ型が 主に 14員環 マ ク ロ ライ ドを不活化するの に対
してⅠⅠ型は 14及び1 6員環 マ ク ロ ライ ド(FigureO-2)を同程度に不倍化する｡
グラ ム 陽性菌で は メ チ ラ ー ゼ 産生型 の マ ク ロ ライ ド耐性菌が 主と して報 告されて い るが ､
Hel7
'
c obacte rpylo rL
'
では rRN A中の塩基置換に よる耐性菌の報告が多い 【17-19]o グラム 陰性菌は通
常マ･ク ロ ライ ドに自然耐性 であるため ､ 耐性菌の 耐性機構に関する疫学的調査は ほとん ど行われ
て い ないが ､ ヨ ー ロ ッ パ での Co u rv alinらの調査 (8Jでは 臨床分離された マ ク ロ ライ ド耐性グラム
陰性腸内細菌の うち､ メ チラ ー ゼ を コ ー ドする en ngen e120]保有南棟が 25%､ エ リ ス ロ マ イ シ ン ･
エ ス テ ラ ー ゼ を コ ー ドす る e regen e[
21J 保有菌株が 25%であり ､ 残り 50%につ いて は不明で あっ
た｡
M P H(2
'
)(TableO-1) は ､ 19 89年に 日本分離の 大腸菌 Tf4 81 A株よりⅠ型が初めて見出された o
そ の後 ､ フ ラ ン ス 分離の 大腸菌B M 2 506株 より ⅠⅠ型 ､ 日本分離の 大腸菌L A4 1 D株 【2 2)よりⅠ型が
相次い で報告され た o 近年にな っ て韓国分離の 大腸菌 209 K株にお い て r型と相同性の極めて高
い M PfI(2
'
)K(23]が 見出されたo 特に注目される の は 199 8年に日本分離の黄色ブ ドウ球菌 MS8963
株 【24,25' にお い て初めて グラ ム陽性菌より 叩hgen e(mph B M) 保有菌が報告された ごとである ｡
こ の ように M PH(2
'
)をコ ー ドする遺伝子 mph bミ大腸菌の みならずグラム 陽性菌で も検出された事
実は ､ 今後 M 柑(2
'
)産生 によ る マ ク ロ ライ ド高度耐性菌が菌種を問わずに 出現 し､ 増加する危険
性 を示唆 して い る｡
本研究で は ､ 細菌の 産生する薬剤不活化酵素の活性r ,心構造 と反応メ カ ニ ズム を解明する こ と
で理論的な新 マ ク ロ ライ ドまた は選択的阻害剤の開発に有用な基礎的情報が 得られ ると考え ､ マ
ク ロ ライ ド修飾酵素ゐ中で基質特異性の 最も広 い MPfI(2
,
)1Iに着目 した｡ そ こ で部位特異的変異
導入に よ る機能性ア ミノ酸残基 の 同定を中心に ､ M P H(2
,
)u の性状と反応メ カ ニ ズム の解析を行 っ
た｡
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第1章 材料と方法
1-1 実験材料
1-1-1 菌株
本実験に使用 した菌株をTablel-1 に示したo 遺伝子工学実験で は 且 c o[i TGl をプラ ス ミ ドの宿
主と して用 い たo また OD A-L A故(宝酒造)を利用 した部位特異的変異導入法では E. c oli M V l184
を 剛 ､た｡ M IC測定時には 宿主として M L感受性 E- c oliN 43を用 い たo
Strain s Ge notype Referen c e
E. c oltTGl
E. c olt M V l 184
E, c oltN43
E. c oli Tf48 1A
E. c oltL4 41 D
E. c oltB M 25 06
E. coliCU I
E. c olt
'
CU26
E. c ol7' C U4 0
E. c oltC U16 0
E. colz
'
C U4 99
E. c oliCU 560
P･ a erug7
'
720 S aP AO2 142Rp
S. m ar ces c e n sC204
P. mirabilis T C P 3987 rif
A(la c-pro), supE, thi,hsdD5M
'
traD36,la cy,
la cZD M15
,proA
＋B
A(la c,proAB), w a, sirA, thi,(480la cZ MI5), A(srl, r e cA)
306::Tnt 0/F'tTlaD36,PT,OA ＋B＋,la clqZA M15
F
,
a c7Al
,
la c
, sty, gal, w a
Clin calisolate
Clin c alis olate
Clin cal is ohte
Clinical is olate
Clinical isolate
Clinical is olate
Clinicalis olate
Clin calis olate
Clinic alis ohte
Clinical isohte
RifampICinresistant m utantof
【2 6]
[2 7]
[28]
[13,15】
[22,2 9】
【13,1 6]
【3 0]
Ⅵ1is s叫
This study
T his study
[3 0]
'
[3 0]
･[31】
This study
This study
antibiotics su sc eptible clinic alis olate
S･ a u r e u s209 P [32]
B･ s ubtilis A TC C6 633 [3 0]
Table1-1 Ba cterialstrains u s ed in this sttJdy･
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1-1-2 プラ ス ミ ド
pB R3 22は ア ン ピシ リ ン及び テ トラサイ クリ ン を耐性 マ ー カ ー に持 つ ロ ー コ ピ - プラ ス ミ ドベ
ク タ ー で あり ､ ク ロ ー ニ ン グの 際に ライ ブラリ ー を作成するた めに用い た｡ またp耶 G398はク ロ
ラム フ ェ ニ コ ー ル を耐性 マ ー カ - に持つ ハ イ コ ピ - プ ラ ス ミ ドで あり､ 遺伝子操作の ために用い
たo pK TA 321 及び pK T AB601は pHS G3 98に mphB を挿入 して構築したo pE㍊23-3 は ta cp,o m ote,
を持 つ 高発現用 ベ クタ ー で あり ､ これに mphB を挿入 して pK T A B 204を構築 したo pK F1 8k はp c R
部位特 異的 変異導 入 法 の 一 つ で あ る OD A-L A(Oligo n u cle otide-directed Dual Amber-Lo ng and
Ac c ur ate) 法用 の ベ ク タ ー であり ､ これに mphBを挿入 して 変異導入用の鋳型pK T A B 280を構築し
た｡
1-1-3 培地
臨床分離株 の分離及 び培養には普通寒天培地及 び普通プ ロ ス 培地 (栄研化学) を如 ､たo 遺伝
子操作及 び粗酵素調製用の 菌体の培養は Lu ria- Bertami(L B) 寒天培地及びブ ロ ス 培妙33壕 用いた Q
最′ト発育阻止 濃度 (m inim um inl1ibitory c on ce ntratio n;M IC) の測定には ､ 日本化学療法剤学会規定
に基づき M色11er- Einto n(M - H) 寒天培地及 び液体培地 (Difc o, U SA) を用い た｡ エ レ ク トロ ボレ
ー シ ョ ン (電気穿孔法) で は以下に示すsoc培地を用いた o その 他 Mp H(2
,
)ⅠⅠ精製時には以下に
示す M 9培地または TerTiflC ブ ロ ス 培地 を伺 いた ｡
S O C培地
Ba cto by pto n(D ifc o) 2 0 g
Ye astextra ct(Difc o)
NaCI
KCl
MgS O4*
MgC12*
Glu c o s e*
⊃ g
0.5 85 g
0.187 g/L
1 0 m M
1 0 m M
2 0 m M
*の試薬は別々 にオ ー トク レ - ブ滅菌し､ 無菌的に混合した.,
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M 9培地
Na2HPO4 0
■
こ)
K fl2PO4 3 g
NaCI 0
.5g
N E4Cl 1 g/ L
1 M MgSO4 ･ 7fI20* 1 mi
0.01 MCaC]2* 10ml
* の試薬は別にオ ー トク レ ー ブ滅菌し､ 無菌的に混合した｡
M 9-c a s amino a cid培地は ､ M 9培地に別途滅菌した終濃度o.4%の c as a min o a cidを加 えた.
Terrific プ ロ ス 培地
Ba cto -by pto n 12g
Ba cto -ye aste xtract 24g
Glyc ero1 4 ml/90 0ml
K H2PO4* 2 3 1g
K2HPO4* 12.5 4g/1 00ml
* の試薬は別 にオ ー トク レ ー ブ滅菌 し､ 無菌的に混合した｡
1-1-4 抗生物質
本実験で用 い た マ ク ロ ライ ド抗生剤の 内､ オ レ ア ン ドマ イ シ ン ､ エ リ ス ロ マ イ シ ン ､ ロ キシ ス
ロ マ イ シ ン ､ トリアセ チル オ レア ン ド マ イ シ ン ､ ス ピラ マ イ シ ン及びタイ ロ シ ン は シ グ マ より購
入 した｡ また ､ ロ イ コ マ イ シ ン (キタサ マ イ シ ン) ､ ロ キタ マ イシ ン及び ジョ サ マ イ シ ンは和光
純薬より購入 した ｡ ク ラリ ス ロ マ イ シ ン は大正製薬､ ア ジス ロ マ イ シ ン はフ ァ イザ ー 製薬よりそ
れぞれ分与された｡
1-1-5 試薬
試薬類とその 略号は各実験方法の 項目 に付記 した｡ 特に表示の ない 限り特級試薬を用いた ｡ 制
限酵素及 び修飾酵素は ､ 東洋紡績､ 宝酒造及び 日本ジ ー ン より購入 したo DN A Ligatio nPack は 日
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本 ジ ー ン か ら ､ M utan⑳ -SuperExpressKm は宝酒造か ら､ QLA E X IIGelExtra ctio nKit及びQ払GEN
Plasmid Ma xiKitは QLAGE N社か ら､ The7m OSequ en as eSequ en cingKit は Amersh am _Phar m aciaよ り
それぞれ購入 した｡ SDS-P AGE 用分子量マ ー カ ー は Am ersba m-Pha m acia より購入 した｡
1-2 遺伝子 工学的方法
1-2-1 】)N A粛製法
菌体D N A調製法
E･ c olt C U lか らの 菌体 D N Aは次の ように行 っ た｡ 普通ブ ロ ス 培地で培養 した菌体を集菌し ､
T EbufFer(1 0m M T ris- HCl, 1 m M E D T A, pfI 8･0) 5 67pl に懸濁 したo これに 10% SDS30tl 及び
2 0mg/mlProteink inas eK 3L1 を加 えて混合 し､ 37℃で 1 時間保温 した o 5 MNaClを1 00LLl加えて
混合 した後 ､ さらに CT A BMaCl溶液(1 0 %CT A B/0.7 M NaCl)を80pl加えて混合し､ 65℃で 10分
間保 温 した｡ 反応溶液と等量の CIA A(ク ロ ロ ホル ム :イ ソアミル ア ル コ ー ル - 2 5:■1) を加えて
除タ ン パ ク を行 っ た後 ､ イ ソプ ロ パノ ー ル または エ タノ ー ル沈殿に よ っ て D N Aを回収 し､ 以後の
実験に用 いた ｡
プ ラ ス ミ ドD N A調製
alkalinelysis 法 を用 い て調製 したo 通常は mphB導入大腸菌をLB 液体培地で 6時間程度培養し､
エ ツ ペ ン ドル プチ ュ - ブを用 いて約3 miの 菌液か ら簡便法により調製 した｡ 塩基配列を決定する
場合には ､ 得られた D N Aを5 0plの T E(終濃度o.olmg/mlの RNaseA を含む) に溶解 して 37℃
で 30分間保 温 した o 続 い て 20%ポリエ チ レ ン グリ コ ー ル /2.5 M NaClを30L1 加えて混合 し､ 氷
中で 1 時間放置 したo その後遠心 して上浦を除き ､ エ タノ ー ル で リ ン ス して D N Aを回収 したo
D N A の収量は ､ アガ ロ - ス 電気泳動後に エ チ ジウム ブロ マ イ ドで染色 して推定 したo
1-2-2 御限酵素反応
制限酵素反応はメ ー カ ー の緩衝液を用 い て行っ たo 制限酵素は特に断らない 限り1-20tmit?の酵
素を用い たo 必要に応 じて R Na seA を終濃度o.2 mg/hl で加 え ､ 37℃で 12時間以上反応させ て完
全消化 した ｡ D NA 断片は stopdye s olutio nを加 えてアガ ロ ー ス 電気泳動で分離 し､ QtAEXIIによ
る精製または Pben oトCI A A処理に よる除タ ン パ ク後及び エ タノ ー ル沈殿後に回収 して DNA 組み
換え実験に用 いた｡
部分切断は ､ ア ガ ロ - ス 電気泳動で切断状況を確認 して目的の バ ン ドを含む DNA 断片が得られ
るような条件を設定 した｡
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1,ヱ_3 D N Aの電気泳動
制限酵素反応溶液に 1/5容量の stopdye s olution を加えて反応を停止 し ､0,8 - 1 % のアガ ロ - ス ゲ
ル を用 い て T A Ebuffer(4 0m M Tris- a c etate,pH 8･0, 1 m M ED T A)中で ､ サブ マ リ ン型 A モ‖ 3(和科盛)
は 80 V､ Mupid-2 (コ ス モ バ イ オ) は 10 0V の 定電圧で電気泳動を行 っ たo 泳動後ゲル を1Ltg/mi
エ チ ジウム ブ ロ マ イ ド水溶液中で 2 0分間染色し､ 数回洗浄して余分の染色液を除い た｡ トラン ス
イ ル ミネ 一 夕 - (Ele c廿･o nic U.V . tr a n silum inator; 東洋紡績) を用いて 下面か ら紫外線をあてて
D N Aバ ン ドを観察し､ F AS-ⅠⅠ(東洋紡績) を用い て撮影したo 各制限酵素断片の サイ ズ は ､ サイ ズ
マ ー カ ー と して九フ ァ ー ジ DNA の Ec oRI-HindII消化物を同時に泳動 して算出 した.
1_2-4 ライ グ ー シ ョ ン
Pben ol-CIA Aに よる除タ ン パ ク後に エ タノ ー ル沈殿 で回収 した DN A断片､ または アガ ロ - ス で
分離後に精製 した D N A断片を用い て行 っ たo ライゲ - シ ョ ン反応は Ligatio nPack(日本ジ ー ン)
を用 い て行 っ た｡
1-2-5 形質転換
CaC12法では 50m M CaC12溶液で コ ン ビテ ン ト細胞 (Co mpetentc ell) を調製した o また ､ 電気穿
孔法 (Ele ctropo ratio n) では 1 0 % Glyc erolを用 い て Co mpeteHtCenを調製した o Ele ctropo 血io nに よ
る形質転換はキ ュ ベ ッ ト (hvitrogenln c.) 中で Co mpeterltC ell70pl及び DN A1 - 2 plを混合 し､
Ele ct-opo raterII(hvitroge nhc.) を用いて 50pF､ 15E2及び 150 0V の パ ル ス を与えたo 直ちに S OC
培地1 mlを加 えて混合 し寒天平板 に塗布 した｡
1-2-6 オリ ゴ DN A
オリ ゴ D N A(oligo D N A) の合成はサ ワディ - ･ テ クノ ロ ジ ー または ライ フ テ ッ クオリ エ ンタ
ル に合成 を依頼した o 塩基配列 の決定に用 いた FI TC レ ベ ル 合成D NA プライ マ ー はサワ ディ - ･
テ ク ノ ロ ジ ー に合成を依頼した｡
1-2-7 塩基配列決 定法
塩基配列は dide o xy chainte min atio n 法に より決定したo pCR は The r m oSequ e n a seSqu en cingKit
(Ame rshaJn-Pha m acia) 及び TaKaRa PCRTher m alCycle rM P(宝酒造) を用 い て行 っ た. PCR 産
物の 泳動は 4.2 % Ureagel
*
､ 1,2× T B Ebuffer* *及び D N Aシ ー ケ ン サ ー DSQ-1000 シス テ ム (島津
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製作所) を用 い て泳動 した o 塩基配列の 解析にはプ ロ グラム GE N E T Y X(ver6ユ0) を用 い た｡
4.2 % Ureagel
*
Ur ea
lOX T B E
5 0% Long Ranger
TJtI
1 0× T BEbuftTer* *
89rnM Tris- Borate
2.5 m M E D T A
21g
6 m1
4 ml/50ml
1-2-8 Polym e ra s e chain r eaction(PCR)法
P C Rは M iniCycler
T･■tl(m odel P TG-1 50‥ MJRese arch･ In c･) または TaKaRaPCR 71he rm alCycler M P
(宝漕造) を用 い て行 っ た｡ EX 及 び L A TaqD N Apolymer as e(東洋紡績) と添付の 10× Bufferを
用 い て ､ 通常5 0plの ス ケ - ル で反応を行 っ た｡
1-2-9 変異導入法
PCR によ る変異導入 は Mutan@ -Super ExpressKm (宝酒造) を用い て OD A- L A(01igo n ucle otide-
dir ectedDual Amber- Longa ndAc c w ate) 法で行 っ たo
1-3 生化学的方法
1-3-1 粗酵素抽出液の 調製
プラ ス ミ ド撮持菌を適当な抗生物質を添加 した L B プ ロ ス培地に接種 し､ 37℃で 一 夜旗塗培養
したo 遠心集菌後(1,20 0x g､ 10分間､ 4℃)菌体をP BS- MgBufFer(1 3mM NaP BpH 7.0, 0.68% NaCl,
1 m M MgSO4) で 洗浄 し､ 再び遠心集菌して 得た菌体を T M K BuHer(100m M Tris-fICl､ 60 m叫KCl､
10m M MgC12､ 6 m M 2- m e r c aptoethano1､ pfI 7.8)に懸濁 した｡ so nifler(celldis ruptor200, Bran s o n)
を用い て氷 中破砕 し､ D Nas eI (1 pyhd) を加 えて 1 時間氷 上で放置 した｡ 遠心 (18,0 00x g､ 20
分間､ o℃) により細胞破砕断片を除い た後 ､ 超遠心 (180,000x g､ 20分間､ o℃) を行 っ た｡ 上
清中の 低分子 を除くため T MK BufFerで透析を行 い ､ 透析内液を粗酵素溶液と した｡
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1_3-2 酵素精製法
カ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ ー の 条件は各章に示 したo ゲル液過を行う前にCe ntiplu sm
J[co n ce ntrators
(amic o n) を用い た限外液過で試料を3 mi程度に濃縮 した｡
1-3 -3 S DS- ポリ アクリル アミ ド電気泳動
La e mmi らの 方法r34]に従 っ て行 っ たD タ ン パ ク試料に同量の S ample Bd 托r を加え､ 密封 して
100℃ で 4分間加熱処理 して泳動 に用い た. 泳動 は 12% アクリル ア ミ ドゲル (75rr mX 95 皿 × 1
m m) ､ 垂 直型 ス ラ ブ電気泳動装置 (マ リ ソ ル) 郎 恥 ､､ 25mA 定電流で室温 にて行 っ たo 染色は
Rapid CBB K A N TO (関東化学) を用い て行 っ た o 典色液で 15分間典色した後固定液 (30%酢酸 _
10% メ タノ ー ル) に 15分間浸 し､ その後超純水で洗浄 した o ゲル の 乾燥は GelAir Dryer(Bio- Rad)
を用 いて行 っ た｡
1-314 タ ン パ ク質定量法
Lo wⅣ らの 方法r35叱 従っ て行 っ た｡ BSA を標準 タン パク質と してタン パ ク濃度を算出した｡
1-4 細菌学的方法
1-4-1 菌種同定法
臨床分離株 の菌種同定は ､ エ ンテ ロ チ ュ ー ブ句Ⅰ(日本ロ シ ュ) を用い ､ マ ニ ュ ア ル に掲載され
た方法で行 っ た ｡
1-4-2 薬剤感受性謝定法
薬剤の最小阻止濃度 (minim uminhibitory c on c entradon; MIC) の測定は ､ 日本化学療法学会規定
に基 づき2倍系列希釈寒天平板法で行 っ たo M -H 液体培地中で 10S個 / miまで培養 した被検菌株
を M - H 液体培地で 100倍希釈 し､ その 5plをミ ク ロ プラン タ ー (Type MI T-P 佐久間製作所) を
用 いて 2倍希釈系列 の 薬剤を含む M - H 寒天平板 に接種 し､ 37℃で 18- 24時間培養後 ､ 菌の生育
を判定した｡
1 ヰ3 接合伝達実験
接合伝達実験は メ ン プ レ ン ･ フ ィ ル タ ー 法で行 っ た o ドナ ー 及び レ シ ピ エ ン トの培養液(108/mi)
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4 m げ つ をメ ン ブラン フ ィ ル タ ー (Millipo re; pore sizeO･45pM) を用い て浪合し､ ろ過 したo この
フ ィ ル タ - を普通寒天培地上で 一 夜培養した後 ､ 無菌的な生理的食塩水 に懸濁して適当な薬剤を
含む普通寒天培地上に塗布 した ｡
1-4-4 微生物検定法
粗酵素溶液によ る マ ク ロ ライ ド不倍化反応は微生物検定法で測定したo 粗酵素溶液に A TP(4
m M)及び任意の濃度の マ ク ロ ライ ドを加 え､ 3 7℃で反応させたo 反応溶液を経時的に円形ろ紙(東
洋ろ紙 ; 薄手 ､ 8 m m) - サ ンプ リン グし､ 直ちに電子 レ ン ジ (東芝 Micro w a v eov e nER613S) で
加熱 して反応 を止 めた o こ の 円形 ろ紙を､ 指示菌と して枯草菌A TC C6633を含む測定用プ レ ー ト*
に乗せ ､ 37℃で 16時間培養 したo ろ紙の周 りに生 じた 阻止 円の 直径 を計測 し､ 各反応時間におけ
る薬剤の 残存活性を算出 して不倍化反応速度を求めた｡
測定用プ レ ー ト* :1 号角シ ヤ - レ (栄研機材) に普通寒天培地15 mlを入れて 囲めた後 ､ 枯草菌
A TC C6633の胞子液を加 えた普通軟寒天培地**8 miを重層 して測定用プ レ ー トと したo
普通軟寒天培地* *: 普通寒天培地の アガ ロ - ス 量を半分(o.75 %)に して調製 したo
1-5 分析学的方法
1-5-1 薄層ク ロ マ トグラフ ィ ー (T hinJayer chr o m atogr aphy ,･ T ic)
粗酵素溶液に A T P(4 m M) 及びオ レア ン ド マ イ シ ン (OL) を混合して 3 7℃で 12時間反応させ ､
加熱して反応 を止 めたo こ の遠心上浦をシリカゲル カ ラム で分離し､OL 不倍化物を調製した｡ T LC
は シ リカゲル 板 (D C-tigplattenEieselge1 6 0 F25.Silanisiert;Merckhc.) を用い て行 っ たo 展開溶媒
及 び条件に つ いて は各章で述 べ た ｡
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第宜瓦部
臨床分離 マ ク ロ ライ ド高度耐性菌 E. c oliC 町丑 の性状
第2章
E･ c oli C U 且の 発見と新型 マ ク ロ ライ ド不倍化酵素 の性状
これまで 日本で の臨床 より分離された M P H(2
,
)産生 M L高度耐性菌は M P H(2
,
)Ⅰを産生する大腸
菌 T f4 81 A及び L 44 1 D株の み であ っ たo しか し､ 近年 M Lの 臨床で の重要度が増 し､ 汎用されて
い る実情を考えると M P H(2
'
)産生菌を含む M L高度耐性菌は着実に増加 して い る可能性が考えら
れたo
そ こで ､1996年に 日本で臨床分離された大腸菌5 00株に つ い て MPH(2
,
)産生菌の検出を試みたo
また ､ 感典症 にお い て正 しい 治療薬選択の ため には耐性菌の耐性機構を明らかにする ことが重要
であるo ML 不倍化酵素産生株の検出は ､ 菌体抽出掛 こ基質で ある M L及び補酵素を加 えて その
不落化反応を検出す る方法で行われて い たo しか しなが ら､ こ の方法では菌体抽出液 の調 矧 こ時
間が かか り ､ 一 度に少数の検体しか試験できない欠点が あ っ たo そこで緑膿菌を対象と して ペ リ
プ ラズム 空間に存在す るAG不倍化酵素検出用に開発され た Lys o zyme-D Nas e_RNa se(L D R) 法を､
大腸菌の 細胞質内酵素である MPH(2
,
)検出 - 適用 したo 本章で は ､ h m fI(2
,
)産生大腸菌の迅速簡便
検出法の 改良と､ こ れに より検出された日本分離の大腸菌c ul株の 産生する MPfI(2
,
)の性状に つ
い て検討 した ｡
2-1 M PH(2')産 生大腸菌迅速簡便検出法 の確立
2-1-1 L DR法 の適用
LD R法 (Fig∬ e2-1) は AG不倍化酵素産生の 緑膿菌検出及 び sM 不精化酵素の 同定を目的と し
て開発され た【31]o そ こ で MP H(2
'
)産生菌の ML リ ン酸化酵素検出が可能であるか を調 べ たo しか
し LDR 法で は M P H(2
'煙生菌における基質oL の不倍化反応は検出されなか っ たため(Table2_1)､
M p H(2
'
)産生菌にも適用で きる よう L D R法の 改良を行 っ た｡
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I 0mlof Cu血r ein Nt血 entbr o血(OD610-i.0)
1
Cenhifugeda nd w ashed withphysiologlCals alin e
l
Suspended withT MK buffer
J
AddedOL 25pg/hl, A T P 4m M andLyso zyme-D Nas e- R Nas e s ohtion*
J
h cubatedat3 7oC andre m o v ed30plofaliqu ot ofre actio n mixtur e ontopape rdisk
periodically
1ー
Dete rmin ed the residuala ctivityof OLo n e achpa;perdisk by u sing microbio asay
Lys o zyme- D Nas e- R Nas e s olutio n* :5 mg/mi lys o zyme-1 00LLg/miDNas eト1 00p g/miRNas eA
inTMK buffer
Figllr e2-1 Pr otoc olofthe L D Rm ethod
Strain s spe cific en zyme acdv吋
･
(n m ol/hr/mgdry weight ofc ells)
T f4 81 A(indu c edb)
Tf4 81 A
Tf481 A(heatin activ ated
c
)
L4 41 D
B M 25 06
K 12 W 311 0rif
TGI
Con廿 oid
<0.3
<0,3
<0.3
<0.3
<0.3
<0.3
<0.3
<0_3
a :01e andomycin w as u s edassubstr ate.
b‥E･ c oltTf4 81A c ells w erein du ced witherythro mycin(4 00p g/hd).
c :A coli Tf481 Acells w ereheated for10min at1 00oC beforethepreparado n ofw ashedc ells.
d:Co ntrol(n oba cteria).
Table 2-1 Spe cirlC activity of m a c r olidein a ctiv atio nin theE･ c oZt
･
c ellsdete rmined byL D Rm ethod
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M PfI(2
'
)は細胞質内酵素で あり ､ Lys o - e 処理 だけで は大腸菌が溶菌せず ､ w H(2
,
)が菌体外
に放出されないと推測 したo そ こで改良 L D R法では E DT A前処理により外膜を破壊 し ､ Lys o zyme
に よ る ペ プチ ドグリ ン カ ン層 の 靴 が よ り行われやすい 条件を設定した (Figure2-2) o また
M P H(2
'
)活性 には Mg
2ー が 必須で あるため EDTA 処理後に等量の Mg2せ 添加 し､ これ を用いて L D R
法に よる M P H(2
'
)活性の 検出を行 っ たo そ の結果 ､ い ずれの M P H(2 鳩 生菌にお い ても A T P依存
の OL 不倍化活性が検出された (Table2-2) o また､ 誘導型 M L耐性株 T f4 81 A株をE M 400pg/mi
存在下で培養して洗浄菌体を調製し､ 改良LDR 法を行 っ たo その結果､ 活性は >400(n mol 仙 /
mgdry w eightcells) となり ､ 誘導して い ない場合よりも3 0倍以上に上昇したo さらに M L不倍化
酵素非産生株で ある W3 110rif株及び TGl株や Tf4 81 A株の洗浄菌体を加熱処理 した場合で は OL
不倍化活性は検出されなか っ た｡
以上よ り改良 L D R法 により MPfI(2
'
)敵性の検出が 可能で あると判断 し､
Lys o zyme- D Nas e- R Nas e(E L D R) 法と名付けたf30]o
こ の方法を E DT A_
1 0miof Cult∬ ein Nutrientbroth(OD61.-1.0)
J
Cenbifugeda ndw ashed wi 也physiologicalsaline
J
塾 嘩
上
越
J
*
J
AddedOL25pg/ mi, ATP 4mM andLyso zyme-D Nase-RNases oludo n*
J
hcubated at37oC andr e mo v ed30plofaliqu otofre action mixtur e o ntopaperdisk
periodical1y
J
Deter minedthe residu alactivityof OL o n e achpaperdisk by u sing microbio assay
Figu r e2-2 Proto c olofthe E L D Rm ethod
22
塾旦遜 _ 塵ー 2章
Strain s SpeciflC en Zyme aCtivity
a
(n m ol/hr/mgdry weightofc ells)
‾ - - ■
叫
>400.
14
<0.3
18
2
<0
.3
<0
.
3
<0.3
Tf4 81 A(indu c ed
b)
Tf48 1 A
Tf48 1 A(heatinactiv atedc)
L44 1 D
BM 250 6
K12 W 3110rif
TGI
Co n廿old
a :01e ando mycln W as usedas s ubstrate.
b:E･ c olz
'
Tf481 Acells w ereindu c ed witherythro mycin(40 LLg/mi).
c :E･ c ol7
'
Tf4 81 Ac ells w erehe ated fo r10min at10 0oC befo rethepreparation ofw ashedcells.
d:Co Ⅱtrol(n oba cteria)
Tabie2-2 Spe ci茄c a ctiv名吟 of m 且C r Olidein activ atio nin theE. c olic e粘 determin ed
by E L D Rm e也 od
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2-1-2 1 996年臨床分離大腸菌における 蝿 一 高度耐性大腸菌の検索
199 6年 に日本国内の 臨床機関で分離され た大腸菌500株に つ いて ML高度耐性菌の検出を行 っ
たo 既知の M P H(2
'
)1産生菌である大腸菌 Tf4 81A 株とL441D株 ､ h m H(2
,
)rI産生菌で ある大腸菌
B M 25 06株及び M L感受性大腸菌である W311 0rif株と N IfIJ株 を標準菌株と して 剛 ､､ 各 M L の
MIC を測定 した (Table2-3) o その結果､ 6株 (cu l､ C U26､ C U44､ C U16 0､ C U499及び c u560)
の M L高度耐性大腸菌を見出 した ｡
Strains * M L
Su sc eptibilQ7
MIC(pg/ml)
i4- m e mberedring m a crolide 15
OL T AO
1
1
J
:■1
1
I
1
1
1
1
1
1
I
1
1
1
I
1
1
1
∫
I
1
:
'
>]
I
I
I
I
1
1
I
I
I
1
1
1
1
1
;>1
1
1
!>1
1
1
I
(
1
1
1
1
1
)
I
A Z M
0 0
5 0
5 0
5 0
10 0
2 5
2 5
0 0
0 0
3.1
0.8
R X MEM CAM
Tf481 A
L4 41 D
B M 2506
C一丁I
CtI2 6
Ct744
CV ユ6 0
C V499
Ct1560
W 311 0rif
>1 600
>1600
>1600
>1 600
>1 600
>1600
>16 00
16 00
1 600
1 600
16 00
>16 00
>16 00
1 600
>1 600 >160 0
>1600 >1 600
40 0 4 00
四IH J s 400 400
1600
800
4 00
4 00
>16 00
>1600
1 600
>1石00
>16 00
100
12.5
800
800
400
4 00
800
B OO
1 00
S 00
S 00
2 5
2 5
1600
1600
8 0
8 00
>1600
>16 00
400
>1600
>1 6 00
50
50
*r : re sistant
, S : S e n SltlV e
OL: ole ando mycin, TAO:triac ety1ole andor=ycin, E M: 町 也romycin,CA M: clarithrornycin,
R XM : roxithro mycin, A ZM : azithror nyem
Table2-3 Ⅶ C ofm a c rolide a nt]
･
bioticsfo rE. e oh
･
strain s u s ed
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Str ains *M し
s us c eptibility
M IC(pg/mi)
1 6- m e mberedring m acrolide
LM
T f4 81 A
L44 1 D
B M250 6
CV I
C V2 6
C一丁44
C町16 0
C IJ49 9
C町560
W 311 0rif
N mJ
恥 句中汝由旺 押
*r : r e sistant, s
400
400
I600
1 600
>1 石00
1 00
2 00
4 00
4 00
200
loo
J M SP M R 鑑M TS
>200
>200
>200
>2 00
>20 0
>20 0
>200
>20
>2 00
20
2 00
4 00 200 80 0
4 00 2 00 800
>160 0 4 00 >160 0
>160 0 >40 0 >1600
>1600
40 0
8 00
800
8 00
2 00
1 00
>400
50
1 00
4()0
400
100
5 0
s en sl也v e
L M:1e u c o mycin, J M:jos a mycin,SP M: spiramycin, R E M: rokita mycin, TS:ty1o sin
Table2-3 Co ntin u ed
>1 6 00
800
1600
>16 00
>160 0
20 0
100
続いて E L D R法を用 い て これら 6株 より M P H(2
')産生菌の 検出を行っ たo その 結果 ､CU l､C U4 66
及 び c u 560 の3株より A T P依存の OL不倍化活性が検出されたこ とから (Table2-4) ､ これ ら3
株が M PfI(2
'
)産生菌であ る可能性が示唆された｡
Strain s Spe cific en zyme a ctivity
a
(n m ol/hr/ mgdry w eightofcells)
C UI
C U4 99
C U560
CorltrOlb
句 叫 輔由血 中
a :OL w as u sedas substrate.
b:Co ntrol (n oba cteria).
4
31
2 0
<03
Table2-4 Spe cir)c a ctivity ofm a c rolidei且a Ctiv ationin E･ c oltcellsdete r min ed bythe E L D R
m ethod
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2-2 大腸菌 c 町1株 の 発見 と新型 脚 蕊(2')の 性状
ユーユー1 基質特異性
各菌株 の M P B(2
'
)の性状に つ い て調 べ るた め ､ 粗酵素溶液を調製して M L不倍化活性 を測定し
た｡CU 49 9株及び C U560株 の粗酵素溶液は 14員環 M L のみを不倍化 したの で ､ これらは M PH(2
7
)I
産生菌で あるこ とが 示唆された｡
一 方 ､ c ul株よ り調製した粗酵素溶液は 14及 び 16員環 ML の双 方を不括化 したため MPH(2
,
)Il
型産生菌で ある可能性が考えられたo そ こで CU l株の 産生する M PH(2
,
)に つ い て検討するため ､
既知 の M P H(2
'
)ⅠⅠ 産生菌で ある大腸菌 B M2 50 6株 と粗酵素溶凍の 基質特異性 を比較 した (Table
2-5) o
M a crolides Relativ e activity(%)
M P H(2
I
)Cut M P H(2
'
)Ⅱ
(E･ coliC Ul) (E. c oZi B M 2 506)
1 4- m e mberedring
O L 1 00 100
I T AO 82 1 05
E M 81 24
CA M 55 17
R X】Ⅶ 42 2
15- m e mberedring
AZM 52 33
1 6- m e mberedring
L M 5 2 61
J M 9 5 96
SP M 5 7 26
R K M 4 7 25
TS 5ユ 4
Table2-5 Stlbstr ate spe ciTICity of M P H(2
'
)produc ed byE. coll
'
C IJl
B M 2 506株 の 場合､ 14員環 M Lの R X M及び 16員環 M L の TSを不倍化する不倍化活性は O L
の 2及び 4% 程度で あっ た｡ 一 方 cul株ではそれぞれ O Lの 42及び 52%の 不倍化活性 を示 したo
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よ っ て CU l株 は新型 M P叫コ')を産生する可能性が 示唆された｡
2-3 大腸 菌 cu l株 に よる OL 不清化物 の構造
CU l株が M P H(2
'
)産生歯で ある こ とを確認するため ､ 不倍化物の構造に つ い て検討 したo c ut
株 より調製した粗酵素溶液と OL 及び A TPを反応させた後 ､ シ リカゲル カ ラム を用 いて OL 不倍
化物を精製した ｡ 4 種の 展開溶媒を用い ､ OL 不活化物の Rf値を既知の 不括化物である 2,- リ ン酸
化体【36･ 37】の もの と比較したo
2-3-1 0L 不落化物 の調製
CU l粗酵素溶液 2 0ml､ 4 0m M AT P25mi及び 1 rn
_
dml OL 6mlを混合 し､ 37℃で 6日間反応さ
せ たo 反応溶液を凍結乾放した後メ タノ ー ル 6mi(3 mlX2回)に溶解したo シリ カゲルは W akogel⑧
C-3 00(和光純薬) を､ 展開溶媒はメ タノ ー ル をそれぞれ 剛 ､た ｡ カラム溶出液をフ ラク シ ョ ンに
とり ､ o Lと共に薄層 シリカ ゲル に ス ポッ トして Rf値を比較したo OL と異なる Rf値を示 したフ
ラク シ ョ ン 中にの 目的の 不倍化物が存在すると推測 し､ これらを集めて凍結乾燥し濃縮したo
2-3 -2 0L 不落化物 の 汲f億
展開溶媒はメ タノ ー ル ､ メ タノ ー ル : 水 (9:1) 及びメ タノ ー ル : アセ トン (1: 1) を用い たo
対照として既知の M P H(2
'
)Ⅰ及び Ⅲ型に よる O L不倍化物 (oL 2' - リ ン酸化体) と OL を T L Cにか
け､ cu l粗酵素に よ る OL 不倍化物と各展開溶媒における Rf値を比較した (Table2-6) a
Co mpo n ent Thedevelo s olvent
MeOfI MeO fI: H20 M eOfI: a ceto n e
9ニ1 1:1
In activ atedO L[C Ul]
OL 2' -pho sphate[Tf4 81 A: M P t王(27)Ⅰ】
OL 2' -pho sphate[L 44 1工): M P H(2
'
)Ⅰ】
O L 2
'
-pho sphate[B M 250 6: M P H(2
'
)ⅠⅠ】
OL
0
.
27
0.27
0
.26
0
.2 6
0.3 6
0.38 0.05
0.37 0.07
0.3 7 0.06
0
.3 7 0.07
0.3 0 0.38
n . t∴ n ot test
Table2-6 R fvaJu e s ofthein a ctiv atedOL o nthin laye r chr o m atogr aphy
C U l粗酵素溶液に よる OL 不倍化物は既知の OL 2' - リ ン酸化体とい ずれの展開溶媒においても
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同 じ Rf値を示 し､ こ れらは OL のもの とは異なっ て いたo よ っ て ､ CUl株は W fI(2
,
)産生菌であ
るこ とが明らかとな っ た｡
2-4 接合伝達
CU l株の M PfI(2
'
)､ 即ち ､ M P H(2
'
)CUl を コ ー ドする遺伝子 mphが染色体及 びプラ ス ミ ドDNA
の いずれ に存在す るか を確認す るため ､ メ ンプ レ ン フ ィ ル タ ー 法による接合伝達を行 っ た｡ 大腸
菌cu l株 の薬剤耐性 マ ー カ ー を調 べ (Table 2- 7) ､ レ シ ピ エ ン トとして大腸菌 ML 1410株 (N A
耐性) を用い た｡
Strain s Resistan c e m a上ker
CU 1 E M AB pC SM TC
T 鍬81 A E M A B PC SM ‾【ー【更正
- ‾ ‾ - … -
6 h
- - ‾ ” - ‾ ‾ - -
t
'
f;
- ” ‾ ‾ ‾ ‾ ‾
盲左
… - - - - - I
L441D EM ABPC SM KM GM CP SA
B M 2506 E MA B PC S M TC sA= = ‾ ‾ = ‾ ■ I = ■ - - - - - - - - - - I- - - … = - - - - - - - - - I - - - - - - - - I - - I
- . - - I - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - ” - = I - - 一 _ I _ I - _ I
ML141 0
内 円 伽 凶 叫 坤 蝉 曲 仙 丹 樹 軸 - - - - - - - - - - - -- - - - - - - -- - - - - - - - -叫 叫 叫 地 軸 坤 坤 叫 押 印
N agar w as us edtodete ctresista n c e m arke e x c eptforSA
Co n centratio n ofe ach antibiotic u s ed fordetection ofresistan cem arker w a s asfollo ws;
E M‥200pg/mi, A B PC‥2 5LIB/mi,S M:2 5帽/d, TC‥2 5p g/tntKM ‥25p g/mi,GM :25p g叫
C P:25p ghnl, SA :20 0Llg/mi(M -H agar),NA :25pg/h d.
- - - - - - 一 1 - - - - - -
” I - = I - I
U L ▲
ヽ L T 1 J f 1 / ヽ
NA
Table2-7 Resista n ce m a rke rofE. c oh
'
strains tlS ed
EM ､ A B P C､ SM 及 び TC をそ れぞれ NA と混合 し､ これらを含む普通寒天平板を調製したc 接
合伝達彼 の 菌液をこ れらに塗布 し､ 3 7℃で 一 夜培養 した｡ 得られた コ ロ ニ ー 数をカウン トして各
薬剤耐性遺伝子の伝達頻度を求めたo これらの中で A 即C 耐性遺伝子は唯 一 伝達し､ 伝達頻度は
> 3
･3×1 0
‾5 で あ っ た｡ そ の他 の 薬剤耐性遺伝子は伝達しなか っ たため ､ これらほ染色体も しくは
非伝達性プラ ス ミ ドD N A上に存在する可能性が示唆された｡
ユー 5 ク ロ ー ニ ン グ
2-5-1 エ レ クトロ ボ レ ー シ ョ ン法
C Ul株 より プラ ス ミ ド D N Aを抽出 し､ 大腸菌 TGl 株 - エ レク ト ロ ボ レ ー シ ョ ン法を用 い て形
質転換 したo E Mを含む普通寒天平掛こ菌液を塗布 し､ 37℃で 2 日間培養 したとこ ろ､E M 2 00帽 血1
及び 100pg/hd の プ レ ー トか ら計6 個の コ ロ ニ ー (E. col7･ TGl- T Fl､ E. c oli TGl- TF2､ E coli TGト
TF 3､ E･ c oltTGl- TF 5､ 且 colz
'
TGトTF 9及び E. c ol7
'
TG トT FI O)が得られたo これ らはい ずれも ABPC､
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SM 及び TC2 5pg/ml以上 に耐性 を示 したため ､ c ul株は少なくとも2種の プ ラ ス ミ ドを持ち､ 双
方に A B PC 耐性遺伝子が存在する可能性が 示されたo また､ これら形質転換株より調製した粗酵
素溶液は A T P依存的に OL を不倍化した. さらに E･ colt- T Gl-T FI Oより プラ ス ミドDNA を調製し
て再び E･ c o[i T G l- 形質転換を行 っ たとこ ろ､ M Lリン酸化酵素産生株が得られたo 以上よりC Ul
株の M L耐性遺伝子は プラ ス ミ ド上に存在する ことを明らか となり､ こ の プラ ス ミ ド D N Aを
pC UOOlと名付 けたo
2-512 アガロ - ス 電気泳動
アガロ - ス 電気泳動に よりpCU OO l の分子 量を測定した｡ pcu oolを分子量 マ ー カ ー r3g･391と共に
0･8%アガ ロ - ス ゲル を用い て泳動 し､ その移動度か ら分子 量を算出した . そ の結果 ､ pc uool の
分子 量は約5 7 M Da (85 Kbp) で あるこ とが 明らか となっ た (Fig∬ e2-3) o
pC U OOl(57 M Da) ゆ ･
RIOO-1(70 M Da)
RPl (38 M Da)
Figtlr e2-3 Aga r o s egelele ctr opb･ore sis ofpC U OO1
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2_5-3 ク ロ ー ニ ン グ
pC UOOl上の mphの ク ロ
ー ニ ン グは以下の 手順で行 っ た (Fig∬ e2-4) o (1)pcu o ol の BamfII
で消化物を調製して pB R 322 のBa m打 消化物とライグ ー シ ョ ン し､約2 0 Kbp の フラグメ ン トが挿
入されたpK T A O Olを構築した o (2)pK T A O Ol の挿入部分をPstrで消化 し､ これとpB R 322 の PstI
消化物とをライ ゲ - シ ョ ン して 約1 0 Kbp の挿入 を持 つ pKT A IOlを構築したo (3) pK T A IOl の
挿入部分をEc o和 で消化し､ pBR3 22の Ec oRJ-PstI消化物とライ ゲ - シ ョ ン して pK T A lllを構築
したo pKT A lllには約 6 Kbp の 挿入が あっ た o (4)pKTA lllを,4PIlで消化 し末端を平滑化 した
後EcoRIで消化 して約 5 Kbp の DNA 断片を調製 したo これをpfISG3 98 の Ec oRI-Hin cII(平滑末
揺) 消化物とライ ゲ - シ ョ ン して pK T A 311を構築 したo (5)pKT A 311 をSphIで消化 し約 岨 bp
の D NA断片を調製したo これ をpHS G3 98 のSphI部位に挿入 して pK T A 321を構築したopKT A 321
を大腸菌 TGl 株に形質転換 した株では E L D R法に より A T P依存の OL 不倍化活性が 検出され､
pK T A32 1上 に C Ul株の mph が存在する ことが示 されたo
Fig∬ e 2-5 に pC UO Ol の制限酵素地図の 一 部を示 したo 塩基配列を決定したと ころ､ pKT A 321
の約 1 Kbp の 挿入部分に は O R Fが 1 つ 存在 し､ その塩基配列は既知の mphBの もの と同 - であ っ
たo よ っ て ､ これまでフ ラ ン ス 分離の大腸菌で しか報告の なか っ た mphBを日本分離の大腸菌か
ら初めて 見出 した ｡
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Ba mHJ
pC U O Ol
(8 5 K bp)
pHSG39 8
′
(2,227 bp)
pta cq
PstI
PstJ
(1)Bam 州 digestion and Jigatjon
Ba mHI
Ba mHJ
pKTAOOl
(2 5 K bp)
Ec oRI
PstI
Ap
√
(2)Pstldige s紬 n a nd rLgatio n
BamHt
PstI
PK T A I 01
(15 K bp)
Ec oRJ
Ec oRJ
pBR3 22
(4,631 bp)
Ba mH!
Tc
r
(3)EcoR トPstldige stion and ligatJ
'
o n
PstI
(4)呂H
K;AG131,18::AHTn]!孟慧認gd)[g
E
e
c
s
o
tF.1ndigestio n
a nd Jigatio n
1a cZ
M C S
Ec oRI IGn cIJ Sph I
(5)SphJ dige stio n a nd l]
'
gatjo n
Sph I
pK T A 321
1
(3.2 K bp)
%-ph
Sph J
瑞 c
Sph J
Ec oRJ
pK T A 31 1
(7 K bp)
Sph I
E亡ORZ
pK T Al ll
(i l kbp)
A u lJ
PstI
Figtl r e2-4 Clo n l ngStr ategyOfC町1 mphge n e
●
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p
f
tさ K
r
l Hind書l Hin.‖ xbaf X bF
f Ec o戸v Ec o
t ARQ 言
ー
澗 喝喝
A HH sph[ (pC u OOl;E. c oII
･
CUl)
Figure2-5 Restric伽 n m ap of 6 ⅨbpD N A fr agm e ntofpC U OOl
2-6 考察
R[
緑膿菌における AG不倍化酔索の 種類を迅速か つ 簡便に同定するために開発された L D R法は大
腸菌の M pH(2
'
)を検出で きず､ こ の方汝は細胞質内酵素の活性 の検出には適用できないと判断 し
たo そこ で EL D R法では 新たに洗浄菌体の E D T A前処理を導入 したと ころ､ M P H(2
,
)産生大腸菌
の A T P依存性 o L不倍化活性 を検出できた o さらに M P H(2
'
)# 産生菌及び M P H(2
,
)産生菌を加熱
処理 した場合では OL 不倍化活性は検出されなか っ たため ､ E L D R法での OL不括化は酵素反応で
ある こ とが示され た｡ これは 2価カ チオ ン を除かれた外膜の 強度が低下 し､ L D R法の ときよりも
Lysoz yme の 進入 とペ プチ ドグリカ ン層の 消化が容易になり､ 菌体の被裂ととも に MP H(2
,
)が外 へ
流出 しやすく なっ たた め と考えられる｡ 本 E L DR故により ML だけで なく諸々 の 薬剤耐性菌の 耐
性機構 の解明が迅速になるもの と期待される｡
また19 89年に最初の M PH(2
'
)産生菌と して大腸菌 Tf481 Aが報告されたが ､ それ以後 7年間に
日本で分離されたの は同 じⅠ型 を産生する大腸菌LJ441 D株のみで あっ た｡ これまで M P H(2
,
)産生
大腸菌の 出現頻度は 1 000株 中に 1株以下の割合で あっ たが ､ 本章におい て述 べ た 通り 1996年に
日本で臨床分離された大腸菌 50 株中からは 3 株の M PfI(2
'
)産生菌が検出された｡ 臨床で の M L
抗生剤は ､ 従来の 呼吸器感染症の治療薬と してだ けで はなく ､ D P B治療の有効薬及び新作用によ
る さま ざまな効果か ら益 々 重要視されてき て い る｡ しか し今回の 結果か ら M L の汎用 に伴う
MP H(2
'
)産生菌の急速な増加が懸念される o
さらに CUl 株からはフ ラ ンス 分離の大腸菌 BM2506株で しか見出されたこ との ない MP H(2
'
)Ⅱ
型を コ ー ドする遺伝子 722PhB が クロ ー ニ ン グされたo また TLC の Rf値の 比較か ら B M 2506株及
び cul 株による O L不倍化物は同 じ構造であると考えられるため､ C Ul 株の ML 耐性主要因は
M PH(2
'
)ⅠⅠ産生によ るもの と推測され る｡ しか しなが ら､ B M 250 6株及び C Ul 株より調製した粗
酵素溶液の 基質特異性が異なり ､ 後の 章で述 べ るように CU l株由来の mphBを形質転換した株よ
り調製 した粗酵素溶液は B M 2 506株 よりも CUl 株に似た基質特異性を示すこ とか ら､ M P H(2
'
)Ⅱ
の 基質特異性 には他の 因子 の関与する可能性が示唆された｡ これに関 しては次章で検討した｡
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第耳耳耳部 マ ク ロ ライ ド2' -リ ン酸化酵素Ⅰ‡型 の性状
第3章 マ ク ロ ライ ド2' - リ ン酸化酵素ⅠⅠ型活性化因子
前章で述 べ たように ､ 大腸菌 B M 2 50 6株と C Ul株は同 - の M P H(2
,
)II産生菌であるにも関わら
ず粗酵素溶液の 基質特異性が異なっ てい たo 両者における OL 不倍化物が 同じ構造であると考え
られる こ とか ら､ MP H(2
'
)ⅠⅠの基質特異性には他の 因子が関与 して い る可能性が 考えられた. 本章
で は M PfI(2
'
)ⅠⅠ の 精製を行い ､ その 性状に つ い て検討 したo
3-1 脚 源(2')Ⅲ の 精製
3-1-1 高発現系 の横車
MP H(2
'
)ⅠⅠ精製の ため に M P H(2
'
)ⅠⅠ高発現系の構築を行 っ たo ベ ク ダ ー には ta c プ ロ モ ー タ ー 支
配 の pKK22 3- を選択 し､ Bishop らの方法叩】を参考に して mph B の開始コ ドン 上流に R BS を導入
した ｡変異導入はpK TA321を鋳型と して PC R法で行い ､用い たオリゴ D N Aプライ マ ー をTable3_1
に示 したo p cR反応は 50山 の反応液 中に (0･3 pg鋳型 D N A, 200LLM dN T P, PCR Buffer[10m M
T ris- HCIpfI 9･0, 5 0 m M KCl, 3･5 m M MgC12, 0･1% Triton X-100, 0･01% BSA], 2･5 units Taq
polymer as e) に ECM PE B F lとprim erl (それぞれ o.5 LLM) を加え､ 52℃ -2分､ 72℃ -2分､ 93℃ _1
分の サイ ク ル を25回線り返 して行っ た｡増幅された D N Aは qI A E X IIキ ッ トを用 いて精製 した｡
PCR 増幅 DN A断片及び pEm 23- を EcoRIと PstIで 消化し､ これらを精製 して ライ ゲ - シ ョ ン
を行い pK T A B2 04を構築した (Fig∬ e3-1) 0 PCR で増幅 した D N A断片に つ い て シ ー ケ ン ス を行
い
､ mph B上に不必要 な変異に無い ことを確認 した.
Prim er Sequ e n ce
E C M P耳B F 1 5' -G C G A T A弧 Ⅲ笠AA 払 込A A払
Ec oRI R BS
Prim er1 5ラ -G T T T T CCCAG T C A C GAC GT T G T_3ラ
A T G A C C GT A G T C A C GAC C G C C G A T-3
'
Table3-1 CheErlic 且Jly synthe siz edprim e rsfo r m utage7IeSis
J
1
-I
3 3
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pK T A 321
mph B
ECM P H B Fl
Ec?oR(
P C R
mph B(1.0 K)
Ec oR l
)a c:I
Pst I
噂 -
prim e r1
PstI
Ec oR[ Ba mHJ PstI
Sm aJ fl)
'
n cII flind HJ
M CS
Pta c
pK K23･3
(4,585 bp)
rmB TIT2
mph B
Ec oR トPst 柑igestio n a ndligatio n
Pta c Ec oRI
pKT A B 204
(5.5 K bp〉
Amp
r
PstI
o riC
Åmp
r
oriC Pta c: ねc prom oter
rr nB TIT2 :ribosom a) te rmin ater
Figtlre 3-1 Co n stnJCtio n ofpK T A B204
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3-2 酵素精製
3-2-1 培養条件の設定
pK T A B2 04を形質転換 した大腸菌T Gl株を用い ､ 高発現の ための培養条件につ い て検討 した｡
TeITiflC プ ロ ス ､ M 9培地 ､ M 9-c a s amin o acid 培地およびfH プロ ス を用い ､ 最も培養に適した培
地及び培養条件を選択す るため の予試験を行っ た｡ 各培地 10ml に前培養菌液 を加え ､ L 字管を用
い て 37℃で振盈培養したo 各培地に つ い て 2 本ずつ行い ､ OD61.- 03 (M9 培地では OD50.- 0.3)
の時点で - 方にIP TG(0･5m M) を添加 して さらに 3時間培養を続けたo これらより租酵素溶液を
調製 して SDS-P AG Eを行 っ た (Figure3-2) o IPTG を添加 した試料はい ずれの培地においても菌
の 増殖が停止 したo また IP TG 添加 によ る特異的なタ ンパ ク バ ン ドの増幅は見られなか っ たo ま
た cas amino a cidの 有無に関わらず M 9培地で は十分な菌の 増殖が見られなか っ たQ
Lan e
lPT G
M P叫2
'
)”
一
転tL･
Ja n e1 a nd 2:terr旧c broth,fa n e3a nd 4: M 9m edium ,la n e5 a nd 6: M 9m edium
supp=ed with 0.5 %c as amin o acid,lan e7a nd 8 HZ broth. M :m arke r
FigⅦr e3-2 S D S- P A G Eofc r ude etra ctc o ntaining M Pfi(2
'
)II
312-2 酵素精製
大腸菌 TGl株 - pK T A B 204を形質転換し､ これ を18L の L Bブ ロ ス で培養して粗酵素溶液を調
製した (stagel) 0
最初に陰イオ ン 交換体で ある D E A 王SepbadexA-5 0(A皿 erSba m-Pha 皿 aCia) を用 いて精製した｡
精製には T MK Buffer(pfI 7.1) を用い ､ 0 - 0.5 M NaClダラジ ェ ン トで溶出 した｡ OL 不清化活性
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の高い フ ラク シ ョ ン に つ い て SDS-P AGE を行 い ､ MP H(2
,
)ⅠⅠ が精製されて い る ことを確認 した
(stage2) a
続 い て群特異的吸着体で ある Blu eSepharos eCし6 B(Amersha m-Pharrn a cia) に よるア フ ィ ニ テ ィ
ー ･ ク ロ マ トグラ フ ィ ー を行 っ たo Blu eSepharo seCL-6 Bは ､ SepharoseCL-6Bに Ciba cr o nBlu e
(Fig∬ e 3-3) を共有結合させたもの で ､ アデ ニ リ ル 基のア ナ ロ グと して働く こ とか ら M P H(2
,
)ⅠⅠ
の精製に利用できると考えた｡ 精製には T M KBuffer (pH7.8) を用い ､ 0 - 0.5 MNaClグラジェ
ン トで溶出 したo しか し M P H(2
'
)ⅠⅠは Blu eSepha ro seCし6B には吸着しなか っ た o 逆に混在して い
たタン パ ク の 一 部が カラ ム に吸着し､ SOS-P AGE の結果か ら MP H(2
,
)ⅠⅠの純度が上が っ て い る こ
とが分か っ た (Stage3) 0
最後に ､ 試料を限外液過で約 3miに渡縮 しSephadexG-75 を用い てゲル櫨過を行 っ た(Stage4)a
各 ス テ ー ジの試料に つ いて SDS-PA GE を行 っ たところ ､ MP H(2
'
)ⅠⅠ は各カラム 操作に より精製
されて い る こ とが分か っ た(Figu re3-4)o しか し､ 精製により各ス テ ー ジの 比 静性は低下 し(Table
3-2) ､ ゲル液過彼の 回収率は 0･l% 以下であ っ た｡ そ こで比活性低下の原因と して ､ M P H(2
,
)ⅠⅠは
安定性が悪く失活 しやす い か ､ または精製の 過程で M P H(2
'
)r[ の活性に必要な因子が失われたと
い う2 つ の 可能性を考えた｡
”H2
タ
′
もさ､
､､勺
S O20Na Rl
S O20Na 0
- Sepharos eCL-6 B
Rl: ” o rS O20Na
R2:S O20Na orH
Figt w e3-3 Stm cttl r e Of b)tie S epha r o s eCL
-6 B
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Lane 榊 1 2 3 4
洲 榊 脚 紳 叫 敵 中
･
l鳩 跡 - .･
t
･i一 触 - 叫 ← 吋 - 品 )･.川 搬 赫 加 藤 如 拙 泊 地
･ 榔 .
rl% Å.
ナ愚
: 職 .
哀､
M : Marker
1 :Cmdee xtract
2 :SephadexA-50(D E A玉)
3 '
. Blu e sepharo seC L-6 B
4 :Sephade xG-75
一喝卜M 柑(2')Ⅱ
34 K Da
FigⅦr e3-4 SDS- P AGE of M P 丑(27)刀 atv a riotIS Stages Ofpuri rlC atio n
Stage Spe cific a Ctivib, PuriflCado n Totalu nits Rec o v ery
(n m ol/ hr/mg pr otein) (fold) (%)
1. Crude extra ct
2･ SephadexA-50(DE AE)
3. Blu e s epb打 O S eCし6 B
4
, SepbadexG-75
5 60
3?0
22
28
1.0 1
,
5 00
,
00.100
0.57 1 70
,
00 11
0.04 3
,
1 00 0.21
0.05 1
,
2 00 0.08
Table3-2 Su m m a ry ofpuri rICatio n of Mア丑(2')Ⅲ
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3･3 別伊淀(2')Ⅲ 活性化因子 の性状
3 ふ1 粗酵素添加 に よ る MP H(2')‡Ⅰ活性の上昇
プラ ス ミ ド受容菌と して 剛 ､てきた ML感受性の TGl株より粗酵素溶液を調製し､ 低分子の も
の を除くため に透析を行っ たo 透析内液 を精製した MP H(2
,
)ⅠⅠと混合し､ OL 不倍化括性が上昇す
るか確認 したo oL 不倍化は500plの 反応系で行い ､ A T P 4mM ､ O Lloops/hl中に TGl粗酵素溶
液 200plまたは精製 M pfI(2
'
)ⅠI10plを加えて 37℃で反応させた (Figur e3-5) o
精製 M PH(2
'
)Ilまたは透析 した TGl粗酵素溶液は単独では OL を不落化しなか っ たo 一 方 ､ 両
者を混合 した場合 oL は速やかに不精化され ､ 30分後の試料では阻止円が完全に消失した｡ また､
TGl粗酵素の代わりに BSA (10mg/hl) を加えた場合には h mH(2
,
)II の活性上昇は起こらなか っ
た (data notsho w n) o
さらに 1 00℃で 10分間加熱した TGl粗酵素溶液を M P H(2
,
)IIと混合し､ OL 不落化活性を調べ
たo その 結果 ､ 加熱処理 した TGl粗酵素を用い た時には MP H(2
,
)Ⅱ 活性上昇は見られなくな っ た｡
Re a ctiontim e(hr)
1･ Purified M PH(2
'
)[I
＋
TGI c mJde extract
2.T G Icrude extr a ct
3･ Pu rified M PH(2
'
)Il
4. Puri月ed M P H(2
'
)”
＋
TGI crude e xtract
(heated at 1 00Oc
fo r10 mir]LJteS)
0,5
Figtl r e3-5 Re c o v ery ofthe a ctivityofthepuri fied M P H(2f)ⅠI bytheE. c oZicrude
e xtra ctfro m a n o nM P H(2y)-pr odu cingstrain, TG 1
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3-3-2 朋.P 河(2
'
)N 活性化因子 の曹遍性
M P H(2
'
)ⅠⅠ括肘ヒ因子が大腸菌にの み存在するの か を検討 した ｡ ML不倍化酵素非産生菌より グ
ラム 陰性蔚では A a e n Lgin o saP AO2142 Rp､ S･ m a 7･C eS C e n SC U2 04及び P･ mirabt･lis TCP3 987rifを､ グ
ラム 陽性菌では S･ a tLr e lJS209P及び B･ ･”Ebtilis A TC C663 3を選択 したo
各菌株を L Bプ ロ ス 培地 10mi で培養 し､ 集菌後に T MKBuffer(pH7･8) - 懸濁 して超音波破砕
により菌抽出液を調製したo それぞれを精製 MPH(2
,
)II IOplと混合し､500い1の反応系(A TP 4m M ､
OL 25pg/ml) で OL 不倍化活性 の測定を行 っ た (Table 3-3) o その 結果､ いずれの菌株において
も M P H(2
'
)lI の活性上昇が確認され ､ MP H(2
'
滑 性化因子は グラム陰性菌だけで なくグラム 陽性菌
の菌体内に も存在する ことが明らかとなっ た｡
Strain s Gra mstain specific activityofM PtI(2')ⅠⅠ
(n m ol/hr/mg pr otein)
E. coil
-
TGl 420
P･ a e r ugln OS aP AO2142Rp 300
S･ m a r c e s c e n sC U204 1
,
300
P･ mirabilis TCP3 987rif 2
,
100
, = * - 1 ” - . - - - - - - - - - 一 - - - - - - - - - - - -- - - I
- I - I - - - - I - - - - - - - - - - - - - - - - I -
- I - I - ” - - - - I l l - - - - - - - - - - . - - - - - I - - - I - - - I
_ _ _ _ - ▼ ■ ” -
S. a ll)･e uS 209 P ＋ 84
B･ s lLbtilt
'
s A TC C6633 ＋ 5 5
- 1 I - - I - - - - - - - - I - - - - - 一 - - - I - - - - - I - - - - - - - -
- - - - - - I - I - - I - - 一 - - - I - - - - → - - - 一 - - - - - - - - I - 一
- - - 一 1 - I - - - - - - - - - - - - - - - - - - . - - - - - - I - - - - I . - ー - _ _ I _ _ =
Co ntrol(ho c rude en zyme) < o.1
Tabie3-3 朋-pf((2')払 a ctiv atingEa cto rin Gr a m- negativ e o rGra m-po sitiv eba cteria
3-3 -3 M PiI(2
'
)Ⅲ 活性化因子の 分子量
TGl 粗酵素の 透析内液を添加 して も M PE(2
'
)ⅠⅠ の活性が上昇した ことか ら M PfI(2
'
)ⅠⅠ活性化由
子 は高分子 で あると予想 し､ Sephade xG-75を用 い てゲル櫨過カ ラム (直径 :1c m､ 高さ :1 00c 皿)
によ る分子量 の測定を行 っ た｡ まず Albu min､ Ov alb um 血､ Tryps血ogen お よび R NaseA を用い て
検量線を作成したQ 溶出液 フ ラク シ ョ ン (3.2 mi) の O D28｡を測定して 4 つ の ピ ー ク を決定したo
それぞれの フ ラク シ ョ ン に つ いて S D S-P AGE を行 い ､ ピ ー ク と各タ ン パ クが 一 致してい る ことを
確認 した ｡
続い て TGl粗酵素溶液の ゲル櫨過を行い ､ 各フ ラク シ ョ ン に精製 M P H(2
'
)Ⅲ を加 えて O L不括
化活性を測定 したo その 結果 ､ 7番目 の フ ラク シ ョ ン で活性が ピ ー クとなり､ M pfI(2
'
)II活性化因
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子 の分子量は約 52 KDa であ ると推測された (F如re3-6) o
1 0 0, 0
～
くq
l⊃
ヽ一 ′
～
+ ≡
.望 50,0 00
也
>
L
付
コ
O
也
l■ ■■ l ■
0
=
Albu min(6 7,000)
MP H(2
v
)M･a ctivatingfa ctor(52,0 0 O)
Ov albu min(43.000)
(24,000)
R Na s eA(13,700)
1 0
,0001
0 10 15
Fr a ctio nNo.
20 25
Figtl r e3-6 Putativ e m oie c tlla r w eightof MPf[(2y)Ⅰ‡a ctiv a血gfa cto rfro m
E･ c oltTG lus l ngSCPhade xG -75c ohl m n
●
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3-3-4 その他 の性状
大腸菌TGl株の租酵素溶液中より MP F(2
,
)f帽 性化因子の精製を行 っ た o 第 一 段階と してイオ
ン 交換体を用 いたo 粗酵素溶液を NaP B(pfI 7･0) または T M KBuuer(pH 7.8) に透析し､ 前者を
陽イ オ ン交換体の CM -Sepharos e､ 後者を陰イオ ン 交換体の D E A EISephade光 A-5 0に吸着させたo
その結果 M PH(2
,
)Ⅲ 活性化因子 は DE A E-Sephadex ん5 0に吸着 し､ CM -Sepharo seには吸着しなか
つ たo よ っ て MPH(2
,
)II活性化因子は酸性タン パ クで あると推測されたo
続い てタ ロ マ トフ ォ ー カ シ ン グによる精製を行 っ たo ク ロ マ トフ ォ ー カ シ ン グは ゲル に p BE94
(Ame rsham -Pha - a cia) ､ 開始 バ ッ フ ァ ー に o･o2 5M イ ミダゾ - ル 聯 酸 (p耶 .4) ､ 溶出バ ッ フ
ァ
ー に polyBuffer74(pfI4･0; Ame rsha m-Pha - acia) を軌 ､て行 っ たo しか し､ M P H(2
,
)H 静性化
因子はカ ラム には吸着 したが こ の条件で は溶出されなか っ た
o 最後の フ ラク シ ョ ンの pfIが 4.4 で
あ っ た ことか ら､PolyBufferに よるpH ダラ ジ ェ ン ト形成は成功 してい ると判断 したo polyBufFer74
によ る溶出後 ､ o102 5 Mイ ミダゾ - ル 聯 軌 M NaCl(pH7･4) を流してカ ラム に吸着してい るタ
ン パ ク を溶出させたo 溶出液をフ ラク シ ョ ンに とり ､ MPH(2
,
)IIを加えて OL不倍化活性を検出し
たと こ ろ M P H(2
7
)ⅠⅠ活性化因子 の溶出が確認されたo よ っ て MPfI(2
,
)Ⅰ= 管性化因子の等電点は極め
て低い と考えられ た｡
また DE A E操作後 の TGl 粗酵素溶液をcitrate爪a2EPO4 (pH3.0) に透析し､ 沈殿物 を除くため
に遠心を行 っ たo 遠心上清に精製h m H(2
,
)ⅠⅠを加 えて微生物検定を行 っ たと ころ OL の不倍化活性
が み られ たため ､ M P叩
'
)ⅠⅠ活性化 因子は酸に対する安定性が 高い と考えられた｡
3-4 考察
C Ul株由来の mphBをta cプ ロ モ ー タ ー 支配下におい た MPfI(2
,
)ⅠⅠ高発現系を構築した｡ 様々 な
培地 を用 いて培養条件の検討 を行 っ た結果 ､ M 9培地では他に比 べ て hmH(2
,
)II の発現量が少なか
つ たo また oD - 0･3 で 0･5 m M IpT Gを添加 したとこ ろ･､ いずれの培地にお いても菌の 増殖が停止
したo SDS-P AGE に より M PfI(2
'
)ⅠⅠの特異的な増加 は認め られたが ､ 得られる菌体畳が 伊TG を加
えな い場合と比較して著 しく低か っ たo よ っ て 伊TG による誘導は行わずに大量培養を待っ たo
精製は ､ 陰イオ ン 交換(D E A 玉) ､ ア フ ィ ニ テ ィ ー (Blu eSepharos eCし6 B)及びゲル漉過(sephade x
G-75) の 3段階で行 っ たo アフ ィ ニ テ ィ ー ･ ク ロ マ トグラ フ ィ ー では核酸アナ ロ グである Cibacr on
Blu eをリガン ドとするo よ っ て OL 不倍化反応と同 じ条件で吸着を行えば M PfI(2
,
)ⅠⅠ が吸着する
と考え T MK BuHer(pH 7･8) を用いたが ､ 予想に反 して M P H(2
,
)IIは吸着しなか っ たo
ゲル漉過後に各ス テ ー ジ の試料に対 して SDS-P AGE を行い ､ M P H(2
,
)rI が精製できてい る こと
を確認 したo しか しス テ ー ジ毎の 比活性は低下し､ 回収率も o.1% 以下となっ た｡ これらの原因と
して ､ MPfI(2
'
)frが カ ラム 操作中に失活 したかも しくは未知の 活性化因子が除かれたの では ない か
と考えた｡
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h W fI(2
'
)Ⅲ 活性化因子の 存在を確認するため､ 精製 した MP fI(2
,
)口 に TGl 粗酵素溶液の透析内
液を加えて OL不落化活性を測定したr･ そ の結果こ 涌 者を混合 した場合 のみ に OL の不倍化が見ら
れたため ､ TGl 株 の菌体内に MP 町 )Ⅰ槽 性化因子が存在する ことが明らかとなっ た｡ さらに加
熱 した粗酵素では MPH(2,)ⅠⅠの活性が上昇しな い ことか らM P H(2
,
)Ⅰ櫓 性化因子 はタ ン パ クである
可能性が示された o sephade xG-75を用い て分子量を求めた結果 ､ 約 52 K Da で あると推定されたo
さらに MP H(2
'
)Ⅰ= 純 化因子の 精製を試みた結果 ､ 等電点の極 めて低い酸性 タン パク であると考
えられ ､ さらに酸 に対する安定性も高い ことが明らか とな っ た ｡
M PfJ(2
'
)岬 ､ M PfI(2
,
)Kr23汲 び数種の A P 甘[4145]の精製が行われて い るが ､ いずれも精製テ ー ブル
にお ける精製倍率の 上昇が 見られるかまたは精製酵素によ る動力学的パ ラメ ー タ ー の 決定が なさ
れており ､ これら酵素は単 一 で活性 をもつ と考えられるo よ っ て活性化因子は M P =(2
,
)IIに特異
的で ある ことが 示唆された ｡
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第宜Ⅴ 部 朋野既(2')宜耳の反応機構
M P H(2
'
)は A T P のγ- リ ン 酸基をマ ク ロ ライ ドの 2つ水 酸基 - 転移して不倍化する (Figtu eO-I) o
M P H(2
'
)､ アミノ グリ コ シ ド ･ リ ン酸化酵素 (amin oglyc osidepho sphotran sferas e;A P H)[55] 及び寅
核細胞 の プ ロ テイ ン ･ キナ - ゼ (cA M Pkinas e､ c a s ein kin as e､ M A Pkin ase等 ;p K) には C 末側に
保存性の 高い モ チ ー フ 【HGDxx x xN ; m otif1, Gx xDxGR 畑; mi f2]が存在する[16,46 4 810 A P Hでは
部位特異的変異導入法の 結果か らこれらモ チ - づ が リ ン酸基の転移反応及び A T P結合部位の形成
に関与すると考えられて い るo そ こで ､ M P H(2
,
)IIでもこれら保存性モ チ ー フ 中に機能性ア ミノ酸
残基が存在すると予想 し､ それ らの 同定を行 っ た ｡
第4章 保存性 Asp の 役割
4-1 保存性 Asp の 同定
M P H(2
'
)､ ア ミノ グリ コ シ ド ･ リ ン酸化酵素 (A PfI) 及びプ ロ テイ ン ･ キナ - ゼ (pK) の アミノ
酸 1次配列の 比較を行 っ たo そ の結果か ら､ MPfI(2
,
)rI(Fi即 e4-1) の モ チ ー フ 1及び 2付近に保
存されて い る Asp5残基 (2 00､ 209､ 2 19､ 22 7及び 231位) に着目した (Figure4-2) ｡ そこで ､
これら Asp を Ala に置換 した変異体を構築 し､ 各変異体の性質に つ い て検討 した｡
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atgagta a agatat ta a ac a agta atcgagatagc a a a a aa a c a c a atct t t t tc a a a al M a K D エ K Q V = E = A K K H ” L F L K
gaaga a acgata c agttta atga atc ag g gct tgattttc a agctgtt t t tgc ac a agat21 E E T = Q F N E S G L D F Q Å V F A･Q D
a ata atg ga attgat tg g gttcta agat tgc ctaga cgg ga agatgtgatgc ctaga a c a4 1 N N G = D W V L R L P R R E D V ” P R T
a ag gtaga a a a ac a agct ttg gat t tg gta a ata agta cgctatatc ct t tcaggc a c ca61 K V I K Q A L D L V N K Y A = S F Q A P
a a ctggatcat t ta c a c agag ga a ctaatagcttata a a a agt tagatg gtgtgc c agc a81 N W = = y T E E L = A Y K K L D G V P Å
ggta cgatagatc ataa c atag gta a ctatat t gggagataga c ata aata atgttc c alOI G T = D = N = G N Y = w E = D = N ” V P
ga at tat t tc a c a agtcgctaggcagg gtgt tagc agagct tc atagc ata c ctagta at1 21E L F H K S L G 氏 V L A E L ヨ S = P S N
a a agc cgc agcgcttgatct tgtagta c a c ac a c c aga aga agc a aga atgtc aatga ag1 41 K A A Å L D L V V H T P ヱ E Å R ” S 凹 K
c agcgtatg gatgc agta agagc a a agt tcg gagtaggtgaga atctatgga ac agatgg1 61 Q 氏 ” D Å V R Å K F G V G E N L 甘 N 氏 ”
c a agc gtg gt tga atgatgatgatatgtg gc cta aqa a a a ctg ga ctgat tcatg gagat1 81Q A W L
･
N D D D ” W P L L T G L = E G D
Motif-1
2 01
22 1
qta c atgc cgga c ata ctatgat tgata aggatgcc a atgtga ctg gat ta atcgat tg g
竺 皿 T 凹 = D K D Å N V T G L = D W
Motiト2
a ctga agcga ag gtta c agatgt t tcgc atga ct t tat t t tca a ctatagagct t t tg g g
L 一旦_ _ A + L ヱ_ ヱ J V S H D F I F N Y R A F G
ga aga ag g gt taga agct t ta attctcgct tataag ga a at tggtggatat ta ctg gc ct2 41E E G L E A L エ L Å Y 冗 E エ G G Y Y ” P
a a a atga a agagc atat tatcga a ct ta atgc agc ata cc c agt t tc a atcgctgagtt t26 1K 凹 K E E = = E L N A AY P V S = A E F
gc at tagtgtctgga attgag ga atatgagc agatg gc aa ag ga agc at tg ga agtac a a281 Å L V S G = E E Y E Q ” A K E Å L E V Q
g gttcgta a
301G S ★
Figu re4-1 Nucle otide s equ e n c eoftheE･ c o]iCUlmph B且ndthepredicted
amino a cids equ e n c efo rthe e nzym e･ Motifこ1a nd 2 ar e c o n s e rv ed
in amin oglycisidepho sphotr a n sfer as efami 1y･
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MP H(2
'
)A
M P H(2
'
).-
M P H(2りB M
OR F 9
A P ‥(3
'
)-1a
A P ‥(3
'
トIb
A P ‥(3
'
)Jc
APH(3
1
)一口a
A P‥(3
'
)- ‖a
A P H(3
'
)-IVa
A P ‥(3
'
トVa
A P H(3
'
)-V b
A P H(3
'
)- Vc
AP H(3
'
)- Vfa
A P H(3
'
)-V(a
A P ‥(2
''
)-Ja
A PH(3
”
)-Ia
A P H(3
”
)-1b
A P ‥(4)Ja
A P ‥(4)J b
A PH(6)-1a
A P H(6)-Jb
A PH(6)-1c
A P ‥(6)-1d
V PH1
H P H I
H P H 2
SP H I
SP H 2
CA PK
CsK
M A PK
Ph K
P RK I
P RK2
PRK 3
V
'
VV H GD L YVG 打V L ID - NT E R V S G MI D W S E A R V DD
G L IH GD V H A G H T M ID - K D AN V T G L 工D WT E A K V TD
D200(190) D209 D 219(208) D 227 D231
でM 工H G】〕
S L I fI GD
V V T HG D
V V T fI GD
V VT 王王GD
L H P G H I M VD - NQA N V TG L ID W T EA T H SD
L H P P 壬iI L ID - O N G R V T G L LD w T E ÅK V AD
F S L D N L I FD E G- - KL I G C ID V GR V G I Aa
FS L D N L L Ia E G - K V V GCI D V G R AG I AD
F S L D NL I FD EG - K L I G C Ia VG R V G I Aa
V V T H GD A C L P N I 打VE N G- - R F SG F ID C G RL GVA D
VF S H GD
V F AH GD
V V C H GD
V VC fIGD
V L C HG D
VF S H GD
LGDS N I F V K
Y C A P N L II D
L C P N ⅣV L LD
L C P NN V L LD
L C P N N V LL D
工T D S Ⅳ工F 工D
C LS H GD 凹S - A NF F V S
C L C H Na
V VC H GD
V VC E GD
R F V H GD
V - 一 正A D
R V L H WD
R ML H WD
C P 工+HG D
吊G L 王i GI)
F S C N H L L LD
LC L P N I V L H
P C M P N f WD
L H G T N I F VD
DG - - K V S G F Ia L G R S G R AD
G E- - K LS G F ID LG R A G V AD
P G T C R V T G V ID V G R LGV AD
P E T HR I T G L ID VG R L R L A T
P E T C R VT G 凹ID V G R LG FLAD
K F- - N E I Y FL D
H D- - G I Y- F YD
- G N N R L TG I ID
P ET 工+E V S G F 工D
P K T LQC T G L ID
L A A T E V T G IV D
L G R A G L AD
LA R C G V AD
F G D SGエエ D
L G R IJG A AD
L G R LG T AD
F T D V Y A GD
FQS N m Ta N G- - RI T A V ID 阿S E A M FG D
L E Y E ⅣV L* A
L H Y G N VL* A
L 別凹E ⅣV L* A
L MH E N = F* Ⅴ
V V- H GD K G G E ⅣⅤⅩ柑 E
L V- H AD F G S N N V L TD
I D P E P L V G D P
I D PE P L V G D P G
工D P H G工J工JG E R で
工D P V G 工JV G E VG
F D L W P A LD
F D L WP A LD
F D Y A N I FT
FG A A ぶ凹F Y
★ G V P RM S G V VD w D E VG 工GD
L Å且T R 二T A V ID w s E A 凹F GD
FV - H GD L HG T N I F VD NG - - E 7 T G I VD
P L-fIG D L H H E m RD L F G D R G W LA 工D
V L- H W D LH Y E N V D A AE - - E P W L A ID
- Lr Y RI)
- L V Y ED
- V L H Ra
- 工VH RD
Y V一 三R D
工Ⅴ - E R】〕
工L - fn D
L K P EN L L ID
工ⅨP D N F 工+工 G
LE P S N L L L N
L K P EN I L La
L R A A N I L VG
LK P E N I L LD
LB 2 kA N IL 工 S
M O TIF.1
Q Q- - G Y IQV TD
★A - - N M I Y WD
T T- 1 C D L K I CD
D D- 一 班打I K L TD
E N+ - L V C K V AD
D D- - 凹N = K L TD
EQ - - D VC笠王旦⊇
F T D VY A G工)
P王i G L L- G E
P E P L V- A D
F G F AK R* N
F G 凹V K F*
FG L A R V★
F G FS C(∋★
S
T
G
F G L 礼R L I-
FG F S C〔≧1 D
王宣;追出;主_ 良
MO TIF_2
P A ID M
VS HD ど
P S 凹D F
P A K工) v
R YQ D L
R YQ D 工+
R YQ D 工+
R Y(〕D 工
R W YD I
R YQ D 工
R H AD I
C 王工AD 工∫
R E AD L
E F VD I
K WL D I
E Y CD F
R E AD L
R Y AD I｡
S A Y S L
SQY 玉 v
T G WE R
S A WD D
N P- - -
DP A D A
P A TD L
SQY E F
S 氏yS 工｡
R T FD y
PG FD L
K A VD w
R 良DD 工+
ⅩS エD 工
K E VD 凹
- - E D N
P G E KL
⊇L R G R
MP H(2
'
)Ⅰ: macrolide:' -phosphotransferase=157, MPf=(2
,
)ⅠⅠ ･･ m a c rolide2フ ーPhosphotransferas eⅡ【16],MP H(2
'
)BM :OR Fen c oded by mphB Mcaried byS･ a u r e u sMS8 968(25], oR F 9:OR Fe n c oded by ycbJ
lo c atedo nchr o m os o malDNA of B･ s ubd[is168r16】
, APH : amin og】yc o sidephosphotran sfer ase[
47
,
vpfI:
vio myclnPho spho廿 an sfer as e[
46]
, spfI: strepto mycinPho sphotran sfer asef467, cA 泥 : CA M Pk inaser48],CsK : c aseink inas er481
,
M A PK .･ M A Pk inase[487
,
phB:･･ phospholyras ekin as e岬 , PRK:proteinkinas e[46]*
and - m e a nin s ertion andgap ofa min o a cids, r e spectiv ely･ Boldletters mea n c on s erv edamino acid.
The n umberinparenthesisisthat of dleamin o acidofAP H(3
'
)Ⅲ a
Figu r e4-2 Azmio a cid align m e ntofm otif 1&2 c o ns e r ∇ed hphosphotra m sfer as efa mily
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4-2 A且a 変異体 の 性質
4-2-l Ala 変異体の 構築
部位特異的変異導入 は oD A- L A法で行 っ たo 変異導入用の鋳型 DN A構築の概略を F如 e 4-3
に示 したo 前章で構築したpKTAB204をEc oRl及び PstI消化 し､ QIA 既 n で精製 した｡ 得られた
DN A断片をpK F1 8kに挿入 して pK F B 280を楕築したo これ を鋳型として 5 0plの反応系で PCR反
応 (52℃ -2 分､ 72℃ -2分 ､ 93℃ -1分) を行 っ たc
Pta c Ec oR[
pKT A B204
(5.5 K bp)
Amp
r
oriC
mph B
Pst-
Ec oRl
Pstf
M S C
)acZ
PEa c
pK F18k
(2,204 bp)
Kmr am be r
Doub b
EcoRトPsi∫dige stion and 1igation
PJa c
Ec oRl
m ph BJ
PstI
Ia cZ
pK F B280
(3･2 Kbp)
Km r
Do uble
a mbe r
Figu r e4-3 Co n strⅥctio n ofpKF B 280
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Ala 置換体の 構築に用 いた oligo D N Aprim erをTable4-1 に示 した o pcR反応溶液か らェ タノ ー
′レ沈殿で D N Aを回収 し､ E･ colt
･
M V = 84- 形質転換 したo KM2 5pg/miを含むプ レ ー トで得られ
た コ ロ ニ ー か らプ ラ ス ミ ドD N Aを調製し､ D N A シー ケ ン ス に よ っ て変異遺伝子の構築及び 目的
以外の 変異が 軌 ､こ とを確認 した o これら変異遺伝子 をもつ プ ラス ミ ドD N AをEc o47TII-PstIで 消
化 し､ 野性型 で ある pK T A 321とフ ラ グメ ン ト交換 した｡
Prim er sequ en ce
Mp2 D 20 0 A 5'
MpヨD2 09 A
M P 2 D 21 9 A
M P2D22 7 A
M P2 D 23 1 A
5
'
- ACT AT G ATC GCGA AG GATGC CA A TG_3,
5
'
-A A TGTGACAGG C CT A A TCG CTG GAC-3,
5
I
-A AGGT TA CAG CTGT T TC GCA TGAC_3,
5
'
-GTTTC GCAC GCGT T T A TT TCAAC_3,
Table4-1 C he mic ally synthesiz ed pn m e rsfo r m utage n esi
●
4-2-2 粗酵素の活性
各変異遺伝子 をE･ c oliTGiに形質転換 し､ これらより粗酵素溶液 を調製した｡ 14員環 ML であ
る O Lを基質として各変異酵素の 静性を測定した(Table4-2)o その結果 ､ Asp200､ Asp20 9､ Asp2 19
及 び Asp231 の舶 置換体の租酵素溶液では OL は不倍化されず ､ これら Asp残基が酵素活性に必
須 の ア ミノ酸残基 である こ とが 明らか とな っ た｡ 一 方 ､ D 22 7 Aでは野生型の 7% 程度の活性 を保
持 して い た｡
続 いて D2 27 A の基質特異性に つ い て検討 した (Table 4-3) o 各 M Lに対する活性 は OL に対す
る比活性を 100 と した時の 相対値で示 したo D 227 Aでは ､ L M､ SP M及び RK M に対する不倍化
活性 はそれぞれ oL の16､ 2 及び 20/oであり ､ 野性型で の 202､ 75及 び 50% と比較して大きく低
下 して い たo また D 22 7 A の R XM ､ A Z M及び TS に対す る不倍化活性はそれぞれ OL の 9､ 27及
び 13%で あり ､ 野性型 の場合 (5 0､ 88及び 55%) よりも低下 してい た ｡ D 27A で は ､ 野也型と
比較 して 特に 16員環 M Lに対す る活性の 低下が大きか っ たことか ら､ 基質認識に 寄与する可能性
が 考えられた ｡
47
En 2ym eS
WildType
D 2 0A
D20 9 A
D コ1 9 A
D 22 7 A
D23 1 A
No n(fio st)
Tab丑e 4-2
Spe cifTIC en Zyme a ctivity
(血 ot/ hr/mgpr otein)
121
<0.0
<0.0
<0.0
8.5
<0.Ol
く0
.
01
第 一v 部
Relativ eActivity
(%)
10 0
0
0
0
7
0
0
第4章
SpecirlC e n Zym e a ctivity of wi Idtype a nd m uta ntM 柑(2,)Ⅲs fo r o)ea ndo mycinin the c ell
e xtr a cts
Relativ e a ctivity(%)
M a crolide W ildType D 22 7A
14- m e mber edring
Ole ando mycin(OL)
T riac etylole ando mycin(T A O)
Erythro mycin(EM)
1 00
1 04
141
100
5 8
83
Clar血ro mycin(C AM) 46 4 9
Roxithro mycin(Rju) 5 0 9
- ‾
‾ - - - - - - - -
- - - - - - - - -
- - - - - - - - -
- - - - - - - -
- - - - - ■
15- m emberedring
Azi 血o mycin(A Z M) 8 8 2 7.
‾
‾ ‾ ‾ - - - - -
-
-
- - - - - - - - -
- - - - - - - - - -
- - - - - - -
- _ - _ _ I
1 6- m e mberedring
Le u co myc血(L M)
Jo sa mycin(J M)
Sp血 皿yC血(SP M)
Roki也 mycin(RKM)
Tylo sin(TS)
2 02 1 6
72 85
75 2
50 2
55 13
Table 4-3 Substr ate spe cificity of wi Idty pea nd D 227 A M P f[(2
･
)Ⅱ
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4-3 G丑u 置換俸の性状
4-31 Glu 置換体の構築
第ⅠⅤ 部 第4章
保存性 Asp 置換体の機能 に つ い てさらに検討する ため ､ 同 じ負電荷を持 つ Glu に置換した変異
体を構築したo 変異体の構築は OD A- LA 法で行 い ､ 用 い た oligo D N Aprim er をTable4-4 に示 した.
Prim ers sequ en c e
M p2 D200 E 5
MP2 D 209E
M P 2 D 2 19 E
M p 2 D 2 27 E
M P2 D 231 E
5
I
- ACATG C C G G C CA TACTATGA T TGAGA AG GA TG C C-3,
5
'
- G C CA ATGTGAC CG GT T T A A TC GAGTG G A CTGA AGC G-3,
5
'
-A AG GT T AC A GAG GT T CGCAC GACT T TA T T T TC_3,
5
I
- AAG G TACAGAC GTCTC GCAT G AGT T TA T T T TCA AC_3,
TabⅠe4-4 Chemic al]ysynthesiz ed prim e rsfo r m tltagen eSis
4-3 -2 最小発育阻止濃度 (M IC) の 比救
各変異遺伝子 を M L感受性大腸菌 N43株 - 形質転換し､ 各 M L のM IC を測定 した (Table4-5) o
D 209 E産生株は いずれの M Lにお い ても野性型と同程度の MIC を示 した o D 2 00 E養生株では RKM
の MIC が宿主と同 レ ベ ル に まで低下して い たが ､ その他の ML の M IC は野性型と同程度で あっ
た ｡
一 方 ､ D 219 E産生株で は宿主 レ ベ ル にまで低下 しており ､ D22 7E及び D231 E産生抹でも野性型
と比 べ て有意な低下が見 られた｡
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MpB(2
'
)Ⅰ王
第 IV部
M IC(描 /
′
ml)
1 4- m e mberedring m a crolides
OL T AO E M C AM R X M
15_
A ZM
Wildtype
D 2 0E
D 2 09 E
D 2】9 E
D 22 7E
D231 E
N 43(host)
1 6
81
81
loo
00
00
1 0
2 0
6
.25
3.13
60 0 2 00
600 10 0
80 0 っOO
1 2.5 3,13
1 00 50
10 0 10 0
6.25 1.56
っOO
5 0
2 00
3.13
50
loo
1.56
8 00 , 1ユ5
4 00: 3.1
1
1
800 : 12.5
1
1
2 5 ; 0.78
1
1
-
2 00; 3.1
400 ≡ 6,3
I
1
6.05… 0.39
Tabie4-5 MⅠC of M L fo rwil叫 rpe a nd ∬柑 ta ntS 鮒 Pfi(2･)Ⅲs pr oducingE. c olz
･
N 43
M PH(2
'
)rI MIC(pg/hd)
16- m emberedring m a crolides
L M J M SPM R m TS
W ildty pe 1600 >2 00 16 00
D2 00 E 800
D 2 09 E 800
D21 9 E
D 2 27 E
D 2 31 E
N 43(血ost)
12.5
400
>20 0 1 6 00
>20 0 8 00
2 5 25
>2 00 4 00
800 >2 00 1600
6.25 6.2 5 12
.5
20
12
.
5
2 00
12
.5
12
.
5
12
.
5
6.2 5
>16(
16C
16(〕
つ
J■
8 0
16 0
iOO
00
00
5
12.5
Table4-5 Co72tZ
'
n u ed
4-3 -3 粗酵素の 活性
第4 章
各変異遺伝子 をEI C Olt･ TGl に形質転換して租酵素溶液を調製した｡ これらを用 い ､ 14員環 M L
の OL 及び 1 6員環 M L の TS を基質と して不倍化活性 を測定 した (Table 4-6) ｡ 各変異体の活性
は 野性型の活性を10 0と した時の相対値で 示 した c D 20 0Eで は OL と TS の い ずれに対 しても野性
型 の 10% 程度の活性を保持 して い た o よ っ て 200位 には負電荷が 必須で ある こ とが示された｡ 一
方 ､ D 21 9 Eで は負電荷が保存されて い るに も関わ らず ､ oL 及び TS を不倍化できなか っ た ｡ こ
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の こ とは 2 19位に は負電荷だけで はなく Asp が必須で ある ことを示 して い る｡ また D 2 09E
､ D 227E
及び D 23 1E の活性は野性型の 1%程度にまで減少 しており ､ これらの 部位に つ い ても負電荷以外
に側鎖の 大きさが重要で ある可能性が 示唆された ｡
Relative a ctivity(%)
I -■ ■ ■ -
叫 _
OL TS
- - 一 ■■ ■ ■ - ■ -■ ■ - -H - - - - - -← - ■ ■ ■ - - - - ■ ■ l ■- I _ _ - -
100 100
10 14
0.7 o
.
4
0 o
1.5 o
.
3
0.5 o 3
W ildtype
D 20E
D 20 9E
D 21 9E
D2 27 E
D231 E
Table4-6 Rehtiv e activity ofw妄Id ty pe a nd m nta nt 脚 雷(2,)Ih fo rOL a ndTS
4-4 考察
w H(2
'
)は アミノ酸 一 次配列 の相同性 か ら､ 既 に Ⅹ 線結晶構造解析 のなされて い る APH(3
,
)IIIa
rx197(Figure 叫) と類似 した活性 中心構造をとると予想して いるo A PfI(3
,
)ⅠⅢa及 び APfI(3
,
)ⅠIa で
は部位特異的変異導入法に より機能性ア ミノ酸残基の 同定とその解析が行われて い る｡
本章で解析した M Pfr(2
'
)ⅠⅠ の保存性 Asp 5残基 の うち､ 20 0位､ 219位 ､ 227位及び2 31位は ､
A PE(3
'
)ではそれぞれ 19 0位 ､ 20 8位 ､ 2 16位及 び 220位に相当す るo AP E(3
,
)にお けるこれ ら Asp
残基の解析か ら､20 8位､21 6位及び220位は A T p結合に関与する残基であると考えられて い るr49･5 1】｡
また Asp190 のグリ シ ン置換僻49や Ala置換体f45･ 52]で は活性が失われることか ら､ Asp190位は A PtI
に お い てリ ン 酸基転移の 際に水酸基か らプ ロ トン を引き抜く Gen eralbaseの 候補とされてきたo さ
らに APfI(3
フ
)ⅠⅠIa の結晶構造解析か ら ､ Asp190は Mg2
十を配意する Asn195と水素結合を形成 し､
A T Pとの結合に間接的に寄与 して い るモ デル が考えられて い る (Fi即 e 4-4) o
･ アミノ酸 1次配列の相同性 から､ M PfI(2
'
)で A P由の Asp190に相当するの は Asp2 00で あること
が分か るo MPfI(2
7
)Ⅲ の 2 00位には負電荷が必須で あることか ら､ Asp200は A PE の Asp190と同
様 に A TP結合に寄与すると考えられるo しか しなが ら負電荷の保存された D 200E では野性型の
10% 程度の活性を保持 して い る こ とから ､ M PH(2
,
)Ⅱ におい て Asp200が Gen eral baseと して機能
す る可能性は低 い と考えられ た｡
- 方 ､ Asp219は ､ A PH の Asp2 0 8と同様に Mg2･を介 して A T P のリン酸基 と相互作用 して い る
と考えられ る｡ Asp2 19は Glu 置換体でも敵性が無く なるこ とか ら ､ M PfI(2
,
)IIの酵素活性には 219
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位付近の 構造が極めて 重要で ある ことが明 らかとな っ たD
D209及び D 231は ､ A P E及 びそ の 他リ ン 酸化酵素 の 立体構造か ら A T P結合部位 を形成する ル
ー プ構造 の端及び同ル ー プ の 隣の - リ ッ ク ス に それぞれ位 置す るもの と予想 される｡ また基質結
合部位からは 多少離れて い るため ､ 触媒活性に 寄与する よ りもむ しろ活性 中心の 構準維持に寄与
する の で はな い か と考えられる. こ れ らの Ala 置換件で 辻活性が無く ､ また Glu 置換体 でも野性
型 の 1% 程度に まで低 下 して い た ことか ら M PE(2
'
)II の209位及び 231位には負電荷が必要で あり ,
更に側戟の大きさも重要で ある こ とが明 らかとな っ た｡ また Asp か ら Glu - の僅 かな変化で も活
性 が著 しく低下す る こ とから､ M P H(2
'
)Ⅱ の活性 中心構造維持 には D2 09および D 231に よる A T P
結合部位ル ー プ の 国定が非常に 重要で ある ことが 示唆された.
D 2 7A は Ala 置換体で 10% 程度の活性 を保持 して い たに も関わらず､ Glu 置換体 では 1%程度
に低下 して い た. よ っ て ､ 22 7位 の負電荷は辞秦活性に 必須で は ない こ とが明 らか とな っ た. ま
た Al8 置換体で は特に 1 6旦環 M Lに対する比活性 の低 下が 見られた ことか ら ､ 227位付近は 16
員環 M L の忍戟 に寄与す る可能性が示 された.
W ai- Ching Ho n, etal. 1 9 97. Cell. 89. 887-89 5.
FigtLre4-4 3 DstrtLCttlre OIthe a ctive site ofaminoglyc oside3
'
- pho sphotr a n sfera s eIIh
with A D P. Thepar e nthesise s show the nt mber ofamino a cids of M P H(2
r
)ⅠⅠ.
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第5章 保存性 斑孟s の役割
5-1 保存性 選主s の 同定
第IV部 筒5章
M P H(2
'
)II の推定 ATP結合部位には ､ Asp の他に His198及 び His2 05が保存されてい る (Figure
5-1) o His19 8はリ ン酸化酵素フ ァ ミリ ー の なか で保存性の高い残基であるo - 方 ､ His205に相当
す る位置は他の リン酸化酵素では Asnが保存されて い る o また MP H(2
,
)の ア ミノ酸 一 次配列の 比
較か ら､ A TP結合部位以外 にも保存性の =is13 5及び His265を見出した (F如re5-2) 0
本章では これら保存性 His の役割につ いて検討 した｡
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M P H(2
'
)I
M PH(2
'
)”
M P H(2
'
)B M
OR F 9
A P ‥(3
'
)Ja
A P H(3
'
)-Jb
A P ‥(3
'
)-1c
A P‥(3
'
)-‖a
A P‥(3
'
)- =a
A P H(3
'
)-Tva
A P H(3
'
)JVa
A P ‥(3
'
トVb
AP‥(3
'
)〟c
A P H(3
'
)-Via
A P H(3
'
)-V([a
A P H(2
”
)-Ia
A P‥(3
”
)Ja
A P ‥(3
''
Hb
A P ‥(4トIa
A P‥(4トIb
A P‥(6ト1a
A P ‥(6トIb
A P ‥(6トIc
A P ‥(6)-1d
V PH1
H PH I
H P H2
SP H 1
SP H 2
CA P K
CsK
M A P K
P h K
P RKI
P R K 2
P RK3
H198(H 18 8) H 205(N 195)
Ⅴ V V E G D L Y VG エ v L I D
G L I ヱ G D V H A GE T M I D
T 凹 I H G D L H P G 王王 I M VD
S L I エ G D L 冗 P エ I L I D
V V T E G D F S L DN L I F D
V V T E G D FS L D N L LI D
V VT ZI G D F S L DN L I F D
V V T ヱ G DA C L P N I M V E
V F S E G D L G DS N I F V K
V F A ZI G D Y C A PN L I I D
V V C 王王 G D LC P N N v L L D
V V C 三 G D L C P NN v L L D
V L C E G DL C P N N v L L D
V F S エ G D I T DS N I F I D
C LS H G D 凹 S- A N F F V S
C L C E N D FS C N エ L L LD
V VC ヱ G D L C L PN I V L E
V V C = G D P C M PN F M VD
R F V I G D L H G TN I F V D
V - - E A D F Q S N N v L TD
R V L Ⅱ w D L H YE N v L * A
A M L ヱ w D L E Y G N v L * A
C P L ZI G 工) L 凹M E N v L * A
R G L E G D L ” H E N I F * Ⅴ
Ⅴ Ⅴ 一 三 G D KG G E N v K W E
L V - ZI A D F G S NN v L T D
F V - ヱ G D L H G TN I F VD
P L - E G D L H fi ∑N v L R D
V L - ZZ w D L H Y EN v D A A
- L I Y R D L K P EN L L I D
- L V Y E D I K P DN F L I G
- v L ZI R D LK P S N L L L N
- I V E R D L K P EN I L L-D
Y V - E R D L R A AN I LV G
I V - E R D L KP E N I L L D
王_ム⊥ニ_ _ . _星 山 I L I S
M O T 肝_1
(Referto Figw e4-1)
Figu r e5-1 Amin o acid align m e ntofm otiflc o nserved in phosphotr a n sfe ra sefami ly
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M P H(2
'
)J
M P H(2
'
)lJ
M P H(2')B M
M PH(2
'
)i
M PH(2
'
)JB
MP H(2
'
)B M
M P H(2り】
M P H(2')”
M P H(2
'
)B M
5-2 Ala 置換体の性状
5-2-1 Ala 置換体の構築
H135
- E S F A TA L A A L H A YP I S-
- K S L G R V L A E L H SI P S N -
- N TL A E T L V D L H N I P EE -
H198 H 205
- F S V V V HG D L Y VG H V L I-
- K T G L I 刀 G D V fI AG 古 T Mエ ー
- frA T 弧 且月 I M V 一
朗O TIF-1
H 265
- R V W PR L A H HI AE R L A -
- Y Y W P K M KE H II EL N A-
- E IW P R M KE 王壬 I I E LN A -
Figu r e5-2 Ami氾O a cidalign m e ntof剃:P E(2
'
)
Ala置換体の構築は OD A-L A法で行 っ たo 前章で構築した pK F B 280を鋳型として用 い ､ 前章と
同 じ条件で PCR反応 を行 っ たQ こ の 時に用 い た oligo D NAprim erを Table5-1 に示 したo 変異導入
後に D N A シー ケ ン ス に よ っ て 目的 の変異が導入 され てい るこ とを確認 した｡ 続い て 別 35A 変異
遺伝子 は Ec oR1- Ec o47ⅠⅠⅠで ､ その他は Ec o47IrI- PstIで 消化 し､ 野性型である pK T A B 6 01とフ ラグ
メ ン ト交換 したo pK T A B 601は pK T A B 204 のmphBをEc oRI及び PstIで消化し､ これをp壬王S G3 98
の EcoRI-PstI消化物とライ ゲ - シ ョ ン して構築した (Fi即 re5-3) a
Prim er Seqtlen C e
M p 2H135 A
M P 2 H 198 A
M P 2 H2 05 A
M P 2 H 2 65 A
5
'
- AG CAGAG CTC G C GA CA T AC CT AGT-3'
5
'
- G GACTGA T TGC C G G C GA TGT ACA TGC C-3'
5
'
- GT ACA TGC C G G C G C CACT A TGA T TGA T A AG-3ラ
5' -AC T G G C CA A A A AT GA A AGAG G CT A T T A TCA_3I
Table 5-1 Chemic allysynthesiz ed pm m e rsfo r m t)t喝 e n eSis
●
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pK FB2 8 0
第5章
cmr
C O
H 1 35 A
mph B )a cZ
”. 3 5A腎 Hl,8A, H 20 5Aand H 26 5A
mph B
c o47 ll
lacZ
st
Ec oR トだc o4 7 川dige stio n a nd li9ation
‖19 8 A
, H205 Aand H 265 A:Eco47 Hf_ Pstld豆ge stjo n a nd ligatio m
PJa c
EcoRl
Ec o47 ”
ヽ
ヽ .
簡
PstI
]acZ
cmr
pK TA 6 01
(3･2 Kbp)
PIa c
EcoRf
Eco47 H1
[重奏i]
PstA
]a cZ
Mutant
(3.2 K bp)
Figure5-3 ConstnlCtio n of m tlta nt mPh Bgen e
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5-2-2 粗酵素の活性
o Lを基質と して各変異体の活性を測定 した(Tables-2)○ 各変異体の 活性は野性型の活性を100
と した時の相対値で示 したo H198 Aで は野性型 の 50% 程度の活性 を残 して い たため ､ これらは酵
素活性に寄与 しない ア ミノ酸残基 である と考えられたo また E 135 Aでは TMK BufFerEこ充分透析
した場合では OL の不倍化が み られない が ､ 透析 しない場合で は野性型の 50% 程度の活性を残 し
て い たo これより H 135 Aは安定性が悪く ､ 透析により失活する可能性が示唆されたo
- 方 ､ R 2 65A は酵素活性を示さず ､托2 05Aでも野性型の 1%以下に低下 して い たo よ っ て ､ 触 265
及び tlis205は酵素活性に重要な役割を持つ ことが 明らかとなっ たo
Specific e n Zyme activity
(n m ol/ hr/m g protein)
■ 叫 ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ 一 一 1 ■ ■ ■ ■ ■ ■ 一 ■
100
46
<0.01
52
0,7
<0.01
Wildtype
班135 A(n otdialyzed)
H 1 35 A
H1 98 A
H 205 A
fI2 65 A
Table5-2 Spe cirIC en Zym e a ctivity of wi 王dty pe a nd m uta ntMP H(2
･)Ⅲsfo r ole a ndo mychinthe c ell
e xtra cts
5-3 猛is205 の役割
MP H(2
'
)の 20 5位は His で あるが ､ 他 の リン酸化酵素で は As nが保存されて い る (Figtu e
･
5-1) a
そ こ で flis2 05を Asn に置換 し､ その役割につ い て検討したo
5-3-1 As n変異俸の 構築
H2 05 Nの構築は ､ これまでと同様 に OD A-L A法で行 っ たo 変異導入 に用い た oligo D N Aprim er
を Table 5-3 に示 したo 構築後 ､ D NA シ ー ケン ス により目的以外の 変異が生 じて いない ことを確
認 したo
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Prim er Sequenc e
MP 2H 2 05N 5I
Table5-3 Che mic anysynthesiz edpm m e rsfo rm utagen esis
5-3 -2 粗酵素の活性
部 第5章
変異遺伝子 をE･ c olt･ TGl - 形質転換して粗酵素溶液を調製し､ 各 M Lに対する活性を測定 した
(Figu re5-4) o 14員環 ML の場合､ H2 05N の OL及 び T AO に対する活性は野性型の 50% 程度で
あり ､ 205位にお い て As n が His の役割を代替し得るこ とが 明らかとな っ た｡ しか し E M､ CA M
及び R X Mに対 して は活性が著しく減少 してお り ､ 基質特異性の変化が 見られた o 一 方 ､ 16員環
M L の場合で は全体的に静性の低 下が 見られ ､ 特 に SPM 及び TS に対す る静性の 低下が著しか っ
た｡
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W 孟畳d軸,pe
OL T Aの E M CA 姻 RXM A ZM LM JM SPM R EM TS
14- m e mberedring
琵205N
1 5_ 1 6- m embered ring
OL T A O EM CA M温ⅩM A ZM L M J M S P M RE M TS
14- m emberedring 15- 16- m e mberedring
Figern5-4 Substrate spe cirJ Cityof wi ld type a nd H 2 05N
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5-4 考察
M P H(2
'
)1=呆存されて い る 4His残基のうち Ris13 5､ Ris205及び His265の Ala 置換体にお い て
活性 の 消失または著 しい低下が見られ た ことか ら､ これらは酵素活性に重要な役書幡 持 っ ことが
示唆された o
H 13 5A の粗酵素溶液 を透析せずに用 い たとこ ろ野性型の 50% 程度まで活性が回復したことから
日135 Aで は酵素の 安定性が低下 して い ると推定された｡
t1265 Aで は酵素活性が消失して い るた め His265が酵素活性に重要な役割をもつ こ とが示唆さ
れたo よ っ て ､ A T p結合部位の さらに C末側にある機能性ア ミノ酸残基が初めて同定された｡
M P 日(2
'
)ⅠⅠの His198は A P H の flis18 に相当するQ AP H(3
･
)ⅠIa で は､ H 1 88Qの 結果から Eis188
は酵素活性に寄与する重要なアミノ酸残基であるとされて いる【45]o 一 方 A P E(3
,
)IIIa では ､ H 1 88 A
の 動力学的 パ ラメ ー タ ー が野性型と変わらない こ とから､ His188は酵素浄性には寄与して い ない
と考えられて い る[53Io M PH(2
'
)ⅠⅠの His1 98は Ala 置換体で も野性型の 50% 程度の 活性を保持 して
い るこ とか ら機能と しては A P H(3
'
)ⅠⅠIa の His188に類似して い ると推測された｡
前章で示 した Ho nらの Ⅹ 線結晶構造解析か ら A P H(3
,
)ⅠⅠIa の Asn195は A TPリ ン酸基と Mg2
･を
介 した相互作用 を行 っ て い る モ デル が示されてい るo MP H(2
,
)II のHis205 の役割 もこれと同様 で
あると予想され るo f120 5A で は酵素活性は野性型 の 1%以 下に低下 して いたが ､ これは A TP結合
に必要な Mg
2＋との 親和性 が低下 したた めと推測 され る｡
さらに H 20 5 Nでは 14員環 M Lにお い て基質特異性 の著 しい変化がみ られた ｡ F 205N の OL 及
び T AO に対す る活性は野性型 の 5 0%程度を保持 して い たが ､ E M､ CA M及び R; mに対 して はほ
とん ど不活化活性を示 さなか っ たo Fi野 e5-5に示 した 14員環 M Lの構造を比較す ると ､ oL及び
T A Oはラク トン環 6位側鏡に メチ ル基 の みを持 つ が ､ E M､ CA M及び RX Mではメチ ル基の 他に
水酸基または 0- メ チ ルが ある｡
H 2 05 N置換体の 活性 中心 の モ デル を図示 した(F如r e5-6)o M PfI(2
,
)II の活性中心にお い て H 2 05
は Mg
2十を介 して A T PのγJ) ン 酸基と相互作用してい ると推測されるo よ っ て転移する A TP の†-
リ ン 酸基と転移を受ける M L の 2' - リ ン 酸基はIlis20 5 の近傍に位置す ると考えられ るc
また M Lの 立体構造か らラ ク トン環 6位側鎖は 2' 一 水酸基に近接すると考えられ るため
､ 活性中
心に おい て His2 05と マ ク ロ ライ ドの ラク トン環 6位側鎖とは近接する可能性がある｡ H2 05N で 見
られ た14員環 M Lにお ける基質特異性の 変化は､ 置換した Asnとテク トン環 6位側鎖との 間に負
の相 互作用が 生 じたた めと考えられた｡
本章にお い て Mg配位に寄与す る His205を同定 し､ Eis135が構造維持に寄与する可能性を指摘
した o また推定 A TP結合部位以外の位置に存在する必須の ア ミノ 酸残基 flis265 も併せて同定し
た o His198は他 の リ ン 酸化酵素と同様に MP H(2
'
)で も保存されて い るが ､ M P E(2
,
)II の酵素活性に
は寄与して い ない こ とを明らか に した ｡ さらに 配05 N の解析から20 5で は Asn が His の機能を代
替でき るこ とを示 し, さらに 14最深 M L のラク トン環 6位側鎖が His20 5近傍に位置する可能性
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⊆H3
6
を指摘 したo
0
”3C//,
HO
L
Lh
ll
t.
(
CH3
0
H3(;
H O
H3C//,
H O
r
hX
＋
'
;
0
0
(
v O
CH3
O H
･
' H I
C H3 0
1
Erythro myc m
⊆H3
6
”-desos a min e
i
c
c:aH3
C H3
(2y)
HO･
- 暮Il‖0
C H3 0
■
Cla rithro mycin
a
c
芸3H'3
2
i
c
c:Aha
C H3
HO
H3C//,
HO
r
Ll
l
＋
.
CH3
0
.
b
t<
C H3
6
C H3 0
0
0
H3q
R･0
”3C//I.
H3C
hh
lt
t
;
6
C H3
0lea ndo 甘IyCin R :H
Tria cety)ole ando mycin R :C OC=3
0CH20C H2CH20CH3
[ sH3 ” .
N
H3q
HO
H3C//,
H O
6
b､
l
LL
ll
t
'
;ド O
CH3
i
c
c:aH3
CH3
0
C H3 0
1
Roxithro myc m
◆
Azithro mycln
Figtl re5-5 Stru ctu r eof14- a nd 15- m e mbe r ed ring m a c r olides･
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■ H 20 S N
D
21 9
㌔
D
2 00
RO C H3
S
Figu re516 Putative tnodelof& ctiye site of wi 1d type a ELd Ⅱ2 05N M P H(2
1)Il
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第6章 保存性 G畳Ⅶ の 役割
6-1 保存性 G lu の 同定
M P H(2
フ
)の A T P結合領域には酸性残基として Asp の他 に Glu222があるo しか しながら A P Hで
は 2 2 位 に相当する位置 (21 1位) に は正電荷を持 つ A唱 が保存されて い る (ngure6-1) D また
M P H(2
'
)では ATP 結合部位以外 にも Glu241及び Glu26 8が保存されて い る (Fig 6-2) ｡ これら保
存性 Glu の役割につ いて検討す るため Ala に置換した変異体を構築し､ それ らの性質に つ い て検
討したo
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M P H(2
'
))
M PH(2
'
)”
M P H(2りB M
OR F 9
A P ‥(3
'
トIa
A P H(3
'
トIb
A PH(3
'
)-Jc
A P‥(3
'
)-=a
A P‥(3
'
)-=a
A P‥(3
'
HVa
A P H(3
'
)-Va
A P H(3
1
)- V b
A P‥(3
'
)〟 c
A P ‥(3
'
)- Vla
A P‥(3
'
)-Vfla
A P H(T)-Ja
A P H(3
”
)-[a
A P‥(3
”
)-Ib
A P‥(4)Ja
AP ‥(4)-Zb
A P ‥(6トta
A P‥(6)+b
A P‥(6トIc
A P ‥(6)-1d
I
V PH1
H PHl
H PH2
SPH 1
SP H 2
CA P K
CsK
M A PK
P h K
P R KI
P RK 2
PRK 3
E222(R 211)
S G M I D ”S E A R VD D P AI D M
T G L I D ” T E A K V TD V S H D F
T G LI D W T E A T fI S D PS M D F
T G L L D 河 TE A K VA D P A KD V
I G C I D V GR v G = A DR YQ D L
V G C I D VG A A G I A D R YQ D L
I G C I D V GA v G I AD R YQ D L
S G F I D C GA L G V A D RY Q D I
S G F I D LG A s G RA D R WY D I
S G F I D L GA A G V AD R YQ D I
T G V I D V G A L G V A D R HA D I
T G L I D VG R L R L AT C FI R D L
T G M r D V GA L G R A DR H A D L
I Y F L D LG A A G L AD E F V D I
Y - F Y D L A A c G V A D K WL D I
T G I I DF G D s G I I D I Y C DF
S G F I D L GA L G A A DA H A D L
T G L r D L GA L G T A D A Y AD L
T G I V D FT D v y AG D S R Y S L
T A V I D W SE A M F G I) SQ Y E V
V G D P G F D LW P A L DT G W E R
V G D P G F D L 河P A L D S R ”D D
L G E R TF D Y A N I F TN P - - -
V G E VG F G A A N NF Y I〕 P 且 DR
S G V VD W D E v G IG D P A F D L
T A V = D W SE A M F G D SQ Y E F
T G IV D F T D v y AG D S R Y S L
W L AI D P H G L L- G E A T F D Y
W L A I D P I Pi V - A DP G F D IJ
工 Q V T D F G F A 氏 R* N K A V D W
I Y V V D F G･ M V K F* S R R DD L
L K IC D F G L 且 R V★ T K S I D I
I K L T D F G FS CQ * G K E V DM
C 冗 V A Dど G 工｡ Å R 工+ エ ー - - E D Ⅳ
I K L
I
T D F G F S CQ L D P G E K L
C王L ⊥且_ 皿 _ 良. . _ .乱立.且良 _ 且良 L R G A
M OT肝 _2
(Referto Fi馴 化 4-1)
Figu re6-1 A min o a cidalignm e ntof m otif-2 c o n s erv ed in phosphotr a n sfe r as efa mi )y
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E222
M P叫2')J - v G H VL = D N TE R V SG M I D WS EA R VD DP A I D M _
M P H(2')1J - A G H T M I DK D A N V TG L ID W T E AK V T D VS HD F _
M P H(2')B M - P G H I M V D NQ A N VT 且ムユ上L 臥エ 且旦ユ 且 且良P S M D F-
M O T 肝-2
E241 E268
M PH(2
'
)1 - G E E G L AK LL L T Y EA A G GR V W PR LA H H I AE R _
M P H(2
'
)JI - G E E GL E A L= L AY KE I G G Y WP K M K EfI I IE L _
M PH(2
'
)B M - D D EG L EQ L I TA Y G KA G G E I WP R M KE EI I E L_
Figu r e6-2 Am h o a cidalign m entof M P 耳(2
'
)
6-2 A la 置換体
6-2-1 Ala 置換件の 構築
保存性の Glu22 2､ Glu24 1及び Glu268 のAla 置換体を構築したo 変異導入は pKTA B 601を鋳型
と し､ 前章で述 べ た方法と同様に OD A- L A法で行 っ た｡変異導入に用いた ohgo DN Aprim erをTable
6-1 に示 したo
Prim er Sequ e n c e
M P 2 E22 2 A 5
'
-C GA T TG GACTGCAGC GA AG GT T A C-3ラ
M P 2 E2 4I A 5
'
- T T TG G G G CAGA AG GTCT AGA AGC_3フ
M P 2 E2 68 A 5
'
-A T TA TC GCT T T A A A TGCAG CA T AC-3'
Table 6-1 Che mic allysy71thesiヱedprim ersfo r m t)tage n esi
6-2-2 M IC の 比較
各変異遺伝子 を大腸菌 M 3株に形質転換 し､ M L の M IC を測定した (Table6-2) ｡ E2 22 A及び
E2 68 A産生株では野性型と同程度の MICを保持 して いた｡ 一 方 ､ E 241 A産生株で は 14､ 1 5及び
16員環 M Lの いずれの M IC も宿主 レ ベ ル にまで低下 して いたo
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M P H(2
'
)II MIC(Llg/mi)
1 4- m e mberedring m a crolides
O L T AO E M CAM R X M
15-
AZ M
Wildtype 1 600
E2 22A 400
E 24 1A
E2 68A
N43(ho st)
3.13
800
3,13
1 600
800
6.25
800
6
.25
2 00 200 800 : 12
.
5
1
1
5 0 50 5 0 i 3.1
1
1
1.5 6 1
.
56 6.2 5: 0
.78
1
1
I
50 5 0 200 … 1.6
1
1.56 1.56 6.25! 03 9
Table 6-2 M 甘C ofMLfor w王Jdty pe a nd m uta nts M P鞍(2,)Ⅲsprodu cingE. c oli N 43
MPH(2
'
)II M IC(ト喝血l)
16- m e mberedring m a cr olides
LM J M SP M R 鑑M TS
Wildtype
E222 A
E241A ･
E2 68 A
N43仲.o st)
16 00 >200. I 600 2 00
800 >200 800>400
6.2 5 6.25 1 2.5 12.5
8 00 >200 800>40 0
6.2 5 6,25 12.5 6.25
>1 600
1 600
25
800
1 2.5
Table 6-2 Co ntit2 u ed
6-2 -3 粗酵素の活性
第6章
各変異酵素を含む粗酵素溶液を調製し､ 14員環 M L のOL及び 16員環 ML の TS を基質と して
不倍化活性 を測定した (Table 6-3) o E22 2 A及び E2 68 Aで は OL に対する比活性が僅か に低下 し
て い たもの の ､ 顕著な活性 の変化は見られなか っ た｡ 一 方 ､ E 241 Aでは いずれ の場合にも不倍化
活性は検出されず ､ これらは MIC の結果とも - 敦したo
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Spe cific en zyme activity
(r m ol/hr/mg pr otein)
OL TS
‾ サ _ } _ _ _ _
W ildtype 10 0 53
E 22A 22 62
E2 41A <o.01 <0
.
E 268 A 46 65
0 Ol
塾皿遜L虜 6牽
T且bJe6-3 Spe cirlC a ctivity ofwiJd吋pe a nd m uta nt鮒 柑(2')‡Ⅰsfo rOL a ndTS
6-3 考察
MP H(2
'
)の Glu222に相当す る部位は jWtIで は正電荷を持 つ Arg211である｡ A PH(3
,
)lla におけ
る研究か ら､ Arg211を他の ア ミノ酸に置換すると酵素清性が数十倍低下する ことが報告されて い
る 岬, 叫 o こ の 場合 ､ 変異体で は活性が低下するもの の A T Pに対する親和性 は変化しない ことが知
られ てい るo よ っ て A唱21 1 の役割と して ､ 自身が位置する1o op構造(p-lo op) の維持 などが推測
され てい たo しか し M PH(2')ⅠⅠの 場合､ E 222A では OL及び TSの いずれに対 しても酵素活性 の著
しい低 下は見られ なか っ た
･
o よ っ て Glu222の負電荷は酵素活性 には寄与 して い ない と考えられたo
M P H(2
'
)IIで は Glu22 2 の他 に Glu24 1及び Glu2 68 の酸性残基が保存されて い たo それぞれの Ala
置換体を解析 した結果 ､ E 26 8A で は MICおよび粗酵素の比活性の いずれも活性低下を示さなか っ
たの で ､ 酵素活性に 必要 なア ミノ 酸残基で はない ことが示 唆されたo 一 方 ､ E241A では全て の
M L の M IC が宿主 レ ベ ル に低下 して おり粗酵素も不倍化活性を示さなか っ た ことから ､ Glu2 41は
酵素活性に必 須の ア ミノ酸残基 である こ とが明らか とな っ た｡ しか しなが らこれまでに Glu2 41に
相当す るア ミノ酸残基に つ い て は報告が なされておらず ､ そ の役割に つ い ては今後もさらなる研
究が 必要である｡
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グラ ム 陽 性菌 ､ Myc oplaA”7 a 等 に よ る気 道感鞄症 や禰(び)慢性汎 細気管支炎の 治療及 び
Helt
'
c oba cle rpylo rj除菌の特効薬と して 臨床 における ML抗生剤の 重要性は益 々 大きく なっ て い るo
一 方 ､ その汎 凧 こよ る耐性菌の 出現及 び増加が既存の ML 治療法にと っ て 脅威 となるこ とは充分
予想され る｡
これ ら耐性菌 - の 対処方法は ､ 他の抗生剤と同様に常に新しい誘導体の 合成で あり ､ 誘導体に
対す る耐性菌の 出現とそれ に対する新規誘導体の 開発とが繰り返 されてきた｡ しか しこ の方故に
限界 の訪れ る ことは ､ - つ の 薬剤開発 にか かる費用及び時間とそれらに対す る耐性菌の 出現頻磨
を比較すれば容易に想像で きる｡
マ ク ロ ライ ド (M L) 抗生剤に対する耐性菌の うち ､ M Lの抗菌力が強い グラム 陽性菌で は M L
の標的部位で あるリボゾ ー ム を修飾するメ チラ ー ゼ (ER M) 産生株が主流で あっ た｡ 一 方グラム
陰性菌は これらに自然耐性で あっ た ため ､ 耐性菌の 出現に つ い て はさほど注目されて い なか っ た｡
しか し､ 近年大腸菌から M L修飾酵素､ 即ち ､ エ リ ス ロ マ イ シ ン ･ エ ス テテ ー ゼ
･
(ERE) 及び
マ ク ロ ライ ド 27 - リ ン 酸化酵素 [M P H(2
'
)] が相次いで 発見され ､ これらをコ ー ドする遺伝子 e re
及び mphが グラム 陽性菌か らも検出されたo 抗生剤の汎用に伴う新規耐性菌の 出現 から､ これま
で の 多く の誘導体を合成 して ス クリ ー ニ ン グする方法よりも薬剤耐性酵素の反応機構 の解明とそ
れ を基に した理論的な阻害剤の 開発が重要に なると考えられるo 本研究は以上 の こと を基本的な
考え方と して ､ M L耐性機構 の ひ とつ である M PH(2
'
)産生株の迅速決定法の 改良及び ､ 基質特異性
の 広 い MPH(2
'
)ⅠⅠ を用 い て分子 レ ベ ル における M P H(2
'
)の反応機構の解明を行 っ たo 以下にその
要約を記 した｡
M P H(2
7
)産生大腸菌の迅速簡便検出法で ある E D T A-Lys o zyme-DNa se-R Na se(EL DR) 法を改良
したo また こ の方法を用い て 1 996年に 日本 で臨床分離された大腸菌5 00株の 中か ら MPⅠi(2
,煙生
株で ある C Ul､ C U49 9及 び C U56 0株 の 3株を見出 したo それぞれの 基質特異性 か らC U4 99及び
C U56 0株は M pI‡(2
'
)Ⅰ型産生菌で あると考えられた o 一 方 ､ c ul株は TS を不倍化する点でⅠ型及
びⅠⅠ型とも異な っ ており新マ ク ロ ライ ド不倍化酵素産生株で あることが示唆された.(第Ⅱ 部項 2
章)0
前章で見出された C Ul 株より 1 4員環 M Lである OL の 不落化物を調製し､ 既知 の不倍化物で
ある OL 2' - リ ン酸化体とT LC を用 いて Ⅳ 値を比較 した ｡ その 結果 ､ 4種全て の展開溶媒にお いて
これ らの Rf値が 一 致 し､ C Ul株の 産生す.る M L不倍化酵素は MP H(2
'
)で あるこ とが明らか となっ
た o さらに CU l株の M PH(2
'
)を コ ー ドする遺伝子 mph の ク ロ ー ニ ン グを行 っ た結果 ､ C Ul 株の
mph は分子量約 57 M Da の 非伝達性プラス ミ ド D N A上に存在し､ その塩基配列は既知の mphB
と同 一 で ある ことが明 らか とな っ た D また MPH(2
'
)ⅠⅠ の 基質特異性に寄与する因子の存在が示唆
された ｡
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M P H(2
'
)ⅠⅠの精製を行 っ た結果 ､ 均 - な酵素が得られたにも関わ らずその 比活性は菌体抽出液の
僅か に 5% 程度であっ た｡ しか し精製 した MPH(2
'
)ⅠⅠ に ML 不倍化酵素非産生大腸菌で ある TGl
株 の菌体抽出液を加えた結果 M P H(2
'
)IIの活性は上昇した｡ M P H(2
'
)IⅠの活性上昇は グラム 陰性菌
だけで なく グラム 陽性菌の 菌体抽出液で も起 こ る ことから ､ M P H('2
'
)ⅠⅠの 活性発現には グラム 陰性
菌及 び陽性菌の 双 方の 可溶性分画に含まれる活性化因子が必 要で あるこ とが 明らかとな っ た｡ ま
た､ ゲル 櫨過 カラム (SephadexG-75) で 求め た 岬 H(2
'
)II活性化因子の推定分子量は52 K Da であ
つ た｡ (第ⅠⅠⅠ部一第3章)
M P H(2
'
)ⅠⅠ の 反応機構を明 らか にす るために部位特異的変異導入によるア ミノ酸置置換と変異
酵素の解析をお こな っ たo 推定ATP結合領域 (Motif･1 and2) に保存されて い る Asp5 残基 (20､
209､ 219､ 227及び 231位) の うち､ アラ ニ ン 置換体の 解析か ら Asp20､ 209､ 219及 び 231は酵
素活性に必須の ア ミノ酸残基で ある こ とがわか っ た｡ また同 じ魚層荷を持つ α u 置換体の解析か
ら､ 2 00位には負電荷が必要で あること及び 219位には負電荷の みならず Asp が 必須で ある こ と
が分か っ た｡ これらより M P H(2
'
)ⅠⅠの Asp2 00は ア ミノ グリ コ シ ド ･ リン酸化酵素(AP E)で予想さ
れて い たリン 酸基転移の際の 一 般塩基 (gen eralbas e) と して機能する可能性 は低 い と考えられたo
また D 2 19 Eの酵素活性 が消失す るこ とか ら酵素活性には 219位付近 の構造が極め て重要で ある こ
とが分か っ たo さらに Asp2 09及 び 231は活性中心構造の周辺 に存在 し､ その構造維持に寄与する
こ とが示 唆されたo - 方､ Asp2 27の負電荷は酵素活性 に寄与 しない が基質の認識 に寄与すると考
え られた｡ (第ⅠⅤ 部一第4 牽)
M P H(2
'
)ⅠⅠ の保存性 flis の役割に つ いて検討 したo アラ ニ ン 置換体の解析か ら His2 05及び 265
は活性発現に重要なア ミノ酸で ある ことが明らかとな っ た｡ 一 方 ､ His19 8はリ ン酸化酵素フ ァ ミ
リ ー で保存性が高い に も関わらず 岬 H(2
'
)ⅠⅠ で は機能性 アミノ酸ではない ことが分か っ たo また
H 1 35 A の粗酵素溶液は透析す ると活性が著 しく低下す るこ とか ら､ His1 35は A TP 結合に必須の
Mg
3十を配位す るかも しく は酵素の構造維持に寄与す る残基で ある ことが示唆されたo H 205N は 14
員環 M L のうちテク トン 環 6 位側鎖にメチ ル基 しか ない O L及び T AO のみ を不倍化 したため ､
His2 05は 14員環 M L のラク トン環 6位側鎖の近傍に位置す ると予想された｡ (第 Ⅳ 部一第5章)
h m H(2
'
)ⅠⅠ の保存性 Eis の役割に つ い て検討 した. アラ ニ ン置換体の解析から Glu222の 負電荷
は酵素活性に 寄与 しない こ とが分か っ たQ 一 方 ､ 推定 A TP結合部位より C 末に位置する Glu241
は酵素活性に必須 の ア ミノ酸で ある ことが 明らか とな っ たo (第 Ⅳ 部-第6 章)
本研究に より ､ 日本分離の 大腸菌にお ける M P 甘(2
'
)産生株の 出現頻度が増加 して い る こ とが分
か っ た Q また M P H(2
7
)II の 反応機構 も当初に考えて い たような単純なメ カ ニ ズ ム では なく ､ 活性
化因子 を介 した複雑なもの であると推測 された｡
M PfI(2
'
)Ⅱ は 14及 び 16員環 M L の双方 を不倍化する唯 一 の M L耐性化因子である ｡ 現在まで に
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Ⅰ型を含め た MP H(2
'
)産生に よる M L高度耐性菌の 報告 は多く ないが ､ その 出現頻度は明らかに増
加 しており分離された地域も 日本の みならずフ ラン ス ､ アメ リカ ､ 韓国と世界中に分布 してきて
い る o さらに M PH(2
'
)が 日本 の グラム 陽性菌か らも検出され るに至 り ､ 将来 M P H(2
,
)rI産生菌の
増加 は M L投与療法の 脅威になる ことが予想され る. M P H(2
,
)の 分子 レ ベ ル での 解析は始ま っ たば
か りで あり ､ 尚多く の研究が 必 要であると思われるo 本研究で 明らかに された事項は その 一 部に
過ぎない が ､ これが将来にお い て M PH(2
'
)W
J性の新 M Lや M P H(2
,
)Eこ特異的な阻害剤等の研究 ､
開発に役 立 っ こ とを期待す る ｡
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